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Selon l'Organisation mondiale de la Santé, les médicaments les plus utilisés pour le 
soulagement des douleurs modérées à sévères demeurent les opioïdes. Toutefois, leur 
utilisation s'accompagne d'effets indésirables comme la nausée, la sédation et la 
constipation ; de façon intéressante, tous ces effets seraient principalement reliés à 
l'activation du récepteur opioïdergique mu. En comparaison, les agonistes du récepteur 
opioïdergique delta (DOPr) n'entraînent que peu d'effets secondaires malgré un caractère 
analgésique reconnu. Pour cette raison, les agonistes delta pourraient représenter une 
alternative intéressante dans le traitement de ces douleurs. Par contre, puisque certains 
agonistes delta de nature non-peptidique peuvent entraîner des convulsions, notre 
laboratoire s'intéresse plutôt à la conception d'analogues de la Leu-enképhaline, un 
agoniste endogène de DOPr. Nous avons d'abord synthétisé plusieurs séries de composés 
où nous avons remplacé de façon séquentielle les liens peptidiques par une modification 
isostérique (triazole, ester, A/-méthyl amide, thioamide) dans le but de mieux comprendre 
la relation structure-activité entre la Leu-enképhaline et DOPr. Afin de les caractériser, des 
essais de liaison par compétition, d'activation de la voie des ERK1/2, d'inhibition de la 
contraction de la vas deferens de souris et d'internalisation ont été réalisés.
Deux composés avec une modification ester, un avec une modification A/-méthyl amide 
et trois avec un thioamide en remplacement d'un lien peptidique conservent de bonnes 
propriétés agonistes pour DOPr. À la suite de cette caractérisation, les meilleures 
modifications ont été sélectionnées afin de concevoir et synthétiser des composés 
contenant deux modifications dans le but d'augmenter la stabilité et la lipophilicité de 
ceux-ci par rapport à la Leu-enképhaline. Une modification alcène en remplacement du 
premier lien peptidique ayant déjà été caractérisée a aussi été sélectionnée pour ces 
synthèses. Parmi ces composés à deux modifications, certains ont des affinités plus 
faibles, ceux contenant un alcène ainsi qu'un ester ou un A/-méthyl amide, alors que ceux 
possédant un thioamide, que ce soit avec un alcène, un A/-méthyl amide ou un autre 
thioamide, réussissent à conserver une bonne affinité pour DOPr.
Nous explorons maintenant des composés combinant trois modifications afin 
d'augmenter davantage la stabilité et la lipophilicité des analogues dans la perspective de 
produire des outils pharmacologiques et, éventuellement, un médicament qui n'aurait 
que peu d'effets indésirables.
Mots clés : Récepteur opioïde delta, Enképhaline, Peptidomimétiques, Relation structure- 
affinité, Affinité, Efficacité, Puissance, Douleur,
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11 . I n t r o d u c t io n
1 .1  D o u leu r
La douleur est un processus naturel de l'organisme pour se protéger des stimuli 
présentant un risque potentiel (McMahon and Koltzenburg, 2006). Elle est décrite par 
l'association internationale pour l'étude de la douleur comme étant une expérience 
déplaisante émotionnelle et sensorielle associée à une lésion tissulaire réelle ou 
potentielle (Loeser, 2012). À tout moment, de l'information concernant l'environnement 
et l'état de l'organisme est perçue et envoyée au système nerveux central par les 
afférences primaires. Parmi ces afférences primaires, les nocicepteurs ont le rôle de 
percevoir un stimulus nociceptif et de transmettre cette information aux centres 
supérieurs (McMahon and Koltzenburg, 2006). Ces fibres spécialisées se divisent en deux 
grandes catégoriès : les fibres Aô myélinisées et les fibres C non-myélinisées. Il est 
généralement bien accepté que, malgré des sous-catégories pouvant ne pas se conformer 
à cette règle, ces deux catégories transmettent des informations similaires, mais à une 
vitesse différente (Beaulieu, 20Ô5 ; McMahon and Koltzenburg, 2006). Ainsi, les fibres AS 
véhiculent les messages nociceptifs plus rapidement que les fibres C (5 à 30 m/s 
comparativement à 0,5 à 2 m/s), entraînant une première et une seconde douleur. 
En effet, c'est une fois intégré par le système nerveux central que le stimulus nociceptif, 
provenant de la périphérie, est perçu comme étant douloureux. Cette perception diffère 
en fonction des fibres impliquées ; un message conduit par les fibres AS mènera à une 
sensation plus précise de piqûre alors que celui conduit par les fibres C induira plus une 
sensation diffuse de brûlure (Beaulieu, 2005). De plus, de par leur vitesse de conduction 
élevée, les fibres AS sont responsables du déclenchement du réflexe de retrait suivant une 
perception douloureuse.
La douleur est un problème de santé majeur dans la société. Plus de 8 consultations 
sur 10 chez le médecin concernent un épisode douloureux. La douleur peut être classifiée 
selon plusieurs critères comme sa durée et son intensité (Turk and Melzack, 2011).
2Par exemple, une douleur aiguë sera une douleur de courte durée associée à une maladie, 
une lésion tissulaire ou une inflammation alors que la douleur chronique se définit comme 
étant une douleur qui persiste durant plusieurs mois ou au-delà du délai normal de 
guérison (Turk and Melzack, 2011). La douleur chronique peut être due à plusieurs 
facteurs tels que l'inflammation persistante de l'arthrite, une lésion ou une dysfonction du 
système nerveux ou une douleur due à un cancer (Jovey et al., 2003). Il a aussi été 
rapporté que plus d'une personne sur 10 âgée entre 12 et 44 ans au Canada souffrent de 
telle douleur (Ramage-Morin and Gilmour, 2010).
1 .1 .1  I m p a c ts  d e  la  d o u le u r  c h r o n iq u e
Puisque la douleur chronique figure parmi les principaux problèmes de santé, 
Statistique Canada s'y intéresse depuis plusieurs années. Dans une première étude menée 
en 2002 sur des personnes âgées entre 18 et 75 ans, 29% des répondants avaient indiqué 
éprouver de la douleur chronique et 11,4% nécessitaient l'utilisation d'analgésiques sous 
prescription (Moulin et al., 2002). Comme il avait été rapportée dans cette étude que la 
prévalence de la douleur chronique augmentait avec l'âge, atteignant 39 % pour les 55 ans 
et plus (Moulin et al., 2002), une seconde étude a été réalisée en 2010 concernant, cette 
fois, les personnes âgées entre 12 et 44 ans (Ramage-Morin and Gilmour, 2010). Pour les 
besoins de cette étude, les personnes étaient considérées comme souffrant de douleur 
chronique si elles répondaient par la négative à la question : « habituellement, êtes-vous 
sans douleur ou malaise? » (Ramage-Morin and Gilmour, 2010). Dans cette étude, 
lorsqu'ils ont demandé à ces personnes quelle était l'intensité de leur douleur, plus 
de 87% ont répondu qu'elle était de forte intensité, appuyant l'étude précédente 
qui avait noté une douleur de plus forte intensité pour les patients plus jeunes 
(Moulin et al., 2002).
Plus encore, les deux études ont rapporté des limitations dans les activités des 
personnes souffrant de douleur chronique. Ainsi, dans la première étude il a été décrit 
que 61% n'arrivaient pas à participer à leurs loisirs, 49% avaient de la difficulté à se rendre 
dans des soirées sociales ou familiales et 58% n'arrivaient pas à effectuer leur activité
3usuelle à la maison (Moulin et al., 2002). De façon très similaire, dans la deuxième étude, 
plus de 60% affirmaient avoir des limitations dans certaines de leurs activités, que ce soit 
dans un loisir, au travail ou à la maison ; et 69% déclaraient que leur douleur les 
empêchait même de faire certaines de ces activités (Ramage-Morin and Gilmour, 2010). 
Plus encore, tel que décrit à la Figure 1, près de 18% nécessitaient de l'aide pour des 
tâches de la vie quotidienne comme préparer les repas et effectuer des travaux 
ménagers et plus de 4% nécessitaient de l'aide pour des tâches reliées à l'autonomie 
comme manger et prendre un bain (Ramage-Morin and Gilmour, 2010). Ces limitations 
dans les activités ont été observées par plusieurs études portant sur la douleur chronique 
(Skevington, 1983) dont une étude sur les douleurs suivant un dommage à la moelle 
épinière (Richards et al., 1980).
F ig u r e  1 : I m p a c t  d e  la  d o u le u r  d an s  la  so ciété
Le cercle de gauche représente la population générale dont 80% consulte pour un épisode 
douloureux et 10% souffre de douleur chronique. Le cercle de droite représente des 
sous-populations de ce dernier 10% (Ramage-Morin and Gilmour, 2010).
4L'étude de 2010 de Statistique Canada montre aussi que les personnes ayant des 
douleurs chroniques utilisaient significativement plus le système de santé que ceux 
n'ayant pas de douleur, que ce soit le médecin de famille, un chiropraticien, un 
psychologue ou un autre professionnel de la santé (Ramage-Morin and Gilmour, 2010). 
Comme cette dernière statistique le suggérait, lorsque le niveau de bien-être de ces 
personnes était évalué, celui-ci était significativement moins élevé que celui des 
personnes ne souffrant pas de douleur chronique. Ainsi, plus de 93% des personnes 
« saines » affirmaient être satisfaites de la vie en général versus 82% chez les personnes 
ayant des douleurs chroniques (Ramage-Morin and Gilmour, 2010). Aussi, alors que 
seulement 6% des femmes et 3% des hommes sains ont des troubles d'anxiété et de 
l'humeur, la prévalence chez les personnes souffrant de douleur chronique augmente 
considérablement. Ainsi, 18% des femmes et 8,3% des hommes souffrant de douleur 
chronique souffrent aussi de troubles d'anxiété et 20,5% des femmes et 12,1% des 
hommes souffrent de troubles de l'humeur (Ramage-Morin and Gilmour, 2010). 
Ces troubles psychologiques ont souvent été rapportés comme étant une comorbidité de 
la douleur chronique. Ainsi, dès 1970, il a été observé que plus de patients ayant 
des douleurs cancéreuses présentaient, entre autres, des troubles de la personnalité, 
de la dépression et des symptômes psychosomatiques que les patients cancéreux sans 
douleur (Woodforde and Fielding, 1970).Une autre étude a aussi rapportée plusieurs 
cas de dépression, d'anxiété et d'hystérie chez des patients souffrant de différentes 
douleurs chroniques (Large, 1980). Finalement, des troubles de sommeil ont aussi été 
montré comme étant une co-morbidité à la douleur chronique (Wittig et al., 1982 ; 
Skevington, 1983). Malgré toutes ces statistiques sur les troubles associés à la douleur 
chronique, la plus alarmante est celle qui révèle que près de 23% des personnes 
souffrant de douleur chroniques considèrent que leur santé est moins bonne 
que l'année précédente, suggérant un mauvais traitement ou un mauvais suivi 
(Ramage-Morin and Gilmour, 2010).
51 .1 .2  T r a it e m e n t s  a ctuels  d e  la  d o u le u r  c h r o n iq u e
Malgré les avancées de traitement de plusieurs pathologies, la morphine et les 
agonistes du récepteur opioïde mu (MOPr) demeurent encore aujourd'hui les plus 
puissants et les plus utilisés pour traiter la douleur chronique (Organisation mondiale 
de la Santé, 2008). Pourtant, leur utilisation est loin d'être idéale. D'abord, bien que la 
morphine, l'oxycodone, le fentanyl, l'hydromorphone et d'autres encore ciblent tous le 
même récepteur, il y a certaines disparités entre ceux-ci qui pourrait avoir un impact 
direct sur le soulagement de la douleur d'un patient (Brookoff, 2012). Il se pourrait 
donc que plusieurs médicaments soient essayés avant d'en trouver un qui convienne 
à un patient donné. Par exemple, l'hydromorphone est réputé induire moins 
d'effets secondaires que la morphine pour un soulagement semblable de la douleur 
(Brookoff, 2012). Un patient pourrait donc avoir un meilleur soulagement de la douleur 
dans des conditions plus préférables qu'avec la morphine. Outre cette discordance entre 
les opioïdes, il y existe aussi une différence dans les doses à donner pour obtenir un 
soulagement similaire. Comme la douleur chronique est très complexe et peut être le 
résultat de plusieurs facteurs très différents discutés précédemment, il n'est pas étonnant 
qu'une seule dose d'un médicament ne parvienne pas à soulager n'importe quelle douleur 
chronique. C'est pourquoi il est essentiel, pour un bon soulagement de la douleur, 
d'ajuster la dose pour chaque patient (Brookoff, 2012). Le problème découle du fait que 
pour effectuer cet ajustement, il faut commencer par de plus petites doses qui n'auront 
certainement pas l'effet escompté et effectuer une augmentation graduelle jusqu'à 
l'obtention de la plus petite dose ayant une analgésie convenable. Une deuxième raison 
d'utiliser l'ajustement de doses, c'est que contrairement à plusieurs médicaments utilisés 
dans d'autres pathologies, les opioïdes présentement utilisés induisent beaucoup d'effets 
indésirables et ces effets augmentent avec la dose employée (Lawlor and Bruera, 1998 ; 
Brookoff, 2012). C'est pourquoi il est si important, avec ces médicaments, de trouver la 
dose la plus faible ayant une bonne efficacité. Parmi ces effets indésirables, la constipation 
est de loin la plus commune. En effet, une grande majorité des patients traités souffrent 
de constipation et plus de 50% nécessitent la prise d'un second traitement pour soulager
6cet effet indésirable (Benyamin et al., 2008 ; Brookoff, 2012). Ensuite, les nausées 
sont rapportées chez 40% des patients, viens ensuite la somnolence, la sédation 
et la myoclonie. La majorité des études sur ces composés indique aussi la 
tolérance et la dépendance physique comme des effets secondaires courants. 
Par contre, dans le cas du traitement de la douleur, le développement de la tolérance est 
controversé par l'observation de plusieurs cliniciens que la nécessité d'augmenter les 
doses, définit comme étant la tolérance à un traitement, est plus souvent reliée à la 
progression de la pathologie qu'à la tolérance en elle-même (Lawlor and Bruera, 1998 ; 
Benyamin et al., 2008 ; Brookoff, 2012). La tolérance à certains effets secondaires est 
toutefois plus reconnue. Ainsi, il semblerait que les deux effets secondaires les plus 
communs soient ceux dont la tolérance est le moins observée, la constipation l'étant 
encore moins que la nausée (Benyamin et al., 2008). Pour ce qui est de la dépendance 
physique, il est vrai qu'une majorité de patients ayant pris des opioïdes sur une longue 
période souffriront, entre autre, de crampes abdominales, de sudation, de nausées, de 
diarrhées et d'irritabilité s'ils arrêtent le traitement de façon brusque, mais ce problème 
est facilement contournable par la diminution graduelle du médicament (Brookoff, 2012). 
Quoi qu'il en soit, les effets secondaires dus à la prise d'opioïdes sont considérables et 
même s'ils sont, à ce jour, les médicaments les mieux adaptés pour le traitement de la 
douleur chronique, il serait utile d'avoir certains traitements alternatifs.
1 .2  Récepteurs  o p io ïd e r g iq u e s
Les récepteurs opioïdergiques delta (DOPr), kappa (KOPr), mu (MOPr) 
(Lord et al., 1977) et le récepteur à la nociceptine (NOPr), précédemment nommé OLR1 et 
LC132 (Bunzow et al., 1994 ; Mollereau et al., 1994) appartiennent à la famille 
des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) de la classe A (Devi, 2005). 
Ces récepteurs possèdent une homologie de séquence d'acides aminés d'environ 60%. 
Cette homologie est encore plus importante quand les hélices transmembranaires (70%) 
et les boucles intracellulaires (90%) sont comparées (Figure 2). À l'inverse, les 
boucles extracellulaires et les segments carboxy- et amino-terminales de ces récepteurs
7ne partagent qu'une très faible homologie (Chen et al., 1993 ; Kane et al., 2006 ; 
Daga and Zaveri, 2012). Ils sont couplés à la protéine GJG0 puisqu'ils sont sensibles à la 
toxine de pertussis (Costa et al., 1983) et ils agissent, globalement, sur les mêmes 
effecteurs cellulaires dont l'adénylate cyclase (AC), des canaux calciques, des canaux 
potassiques et certaines protéines kinases (pour une revue, voir (Law et al., 2000)). Pour 
une vue d'ensemble de la signalisation induite par l'activation des récepteurs, se référer à 
la Figure 3. Ces effets cellulaires ont tous une conséquence commune de diminuer 
l'excitabilité neuronale et la libération de neurotransmetteurs dans le but de produire une 
analgésie (Beaulieu, 2005). Plus encore, cette analgésie peut se produire autant au niveau 
de la perception, de la transmission que de l'intégration de stimili douloureux puisque les 
récepteurs opioïdergiques se retrouvent à tous ces niveaux (Beaulieu, 2005).
F ig u r e  2  : R éc epteu r  o p io ïd e r g iq u e  d e lta
Représentation schématique de DOPr en modèle serpentin avec les acides aminés inscrits 
dans les cercles avec le code d'identification à une lettre. Les cercles bleus représentent 
les acides aminés conservés entre DOPr, MOPr et KOPr alors que les cercles en rouges 
représentent les acides aminés conservés par les récepteurs de la famille de la 
rhodopsine. Les cercles verts indiquent l'acide aminé le mieux conservé dans chacun des 
domaines transmembranaires au travers de cette famille et le chiffre associé sert de point 
de référence. Le schéma est basé sur une revue de BE Kane et coll. (Kane et al., 2006), 
adapté d'après les modifications des domaines transmembranaires suggérées par 
MS. Parker et coll. (Parker et al., 2008) et d'après la méthode d'identification des acides 
aminés conservés de JA. Ballesteros (Ballesteros and Weinstein, 1995).
81 .2 .1  Sig n a l is a t io n  c ellu la ir e  m o d u lée  p a r  les r écepteurs  o p io ïd e r g iq u e s
Une des premières études sur l'activité des récepteurs opioïdes a été menée sur des 
homogénats de cerveau de rat pour montrer que la stimulation de l'AC par des 
prostaglandines (PGE), 1 et 2 particulièrement, était inhibée par la morphine, bien que 
celle-ci n'arrive pas à diminuer les niveaux basaux de l'AC (Collier and Roy, 1974). 
Une seconde étude est venue appuyer ce modèle par des essais sur des cellules NG108-15 
sur lesquels la morphine et d'autre opioïdes inhibaient à la fois l'activité des PGE, mais 
aussi le niveau basai de l'AC (Sharma et al., 1975). Cette activité sur l'AC induit, 
inévitablement, plusieurs autres modifications cellulaires dépendantes du niveau 
d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Il a d'ailleurs été décrit que l'activation de 
MOPr inhibait un courant Ih, courant entrant cationique non sélectif, induit par de la 
forskoline dans des neurones ganglionnaires (Ingram and Williams, 1994).
Plusieurs études ont aussi été menées concernant l'effet des différents récepteurs sur 
différents types de canaux calciques et bien qu'il y ait une certaine disparité entre les 
types de canaux ciblés (L, N, P/Q, R et T) par les différents récepteurs, il n'en demeure pas 
moins que tous les récepteurs possèdent la capacité d'inhiber au moins un type de canal 
calcique. Ainsi il a été montré sur des cultures primaires de neurones de ganglions de la 
racine dorsale que MOPr, DOPr et KOPr inhibaient des canaux calciques de type N et P/Q, 
mais que seul DOPr inhibait ceux de types L (Moises et al., 1994 ; Rusin and Moises, 1995 ; 
Acosta and Lopez, 1999). De façon moins controversée, il a été montré que l'activation 
des récepteurs opioïdergiques activait un type de canal potassique entrant rectifiant 
(North et al., 1987 ; Henry et al., 1995). L'activité des opioïdes sur ces différents 
courants et canaux peut être à l'origine de l'inhibition de la contraction de différents tissus 
tels que l'iléon de cochon d'inde (GPI -  Guinea Pig llleon) ou le vas deferens de souris 
(MVD -  Mouse Vas Deferens) (Cowie et al., 1968 ; Henderson et al., 1972). En effet, le 
courant Ih induit une légère dépolarisation membranaire, facilitant un potentiel d'action. 
Par contre, en inhibant ce courant il devient plus difficile de déclencher un potentiel 
d'action (Ingram and Williams, 1994). Plus encore, l'activation du canal potassique entrant 
rectifiant entraîne elle-même une hyperpolarisation membranaire, rendant encore plus
9difficile l'induction d'un potentiel d'action (North et al., 1987). Finalement, dans le cas où 
un potentiel aurait quand même lieu, l'inhibition des canaux calciques empêche la relâche 
de neurotransmetteurs nécessaires au déclenchement d'une contraction (Starke, 1977), 
(pour une revue, voir (Law et al., 2000)).
Outre l'AC, plusieurs autres effecteurs sont modulés par l'activation des récepteurs 
opioïdergiques. Ainsi, une stimulation de la phospholipase C (PLC) par les opioïdes a été 
observée sur certains types cellulaires, entraînant la formation d'inositol triphosphate 
et la mobilisation de calcium du réticulum endoplasmique au cytosol (Jin et al., 1994). 
Cette mobilisation entraîne à son tour l'activation de la protéine kinase C (PKC), qui ira 
phosphoryler, entre autres, le récepteur (Lou et al., 1997 ; Lou and Pei, 1997). Il a 
toutefois été montré que d'autres protéines, comme les kinases des récepteurs couplés 
aux protéines G (GRK), étaient impliquées dans la phosphorylation du récepteur de façon 
plus importante que la PKC (Pei et al., 1995 ; Cai et al., 1996). Indépendamment de la 
kinase impliquée, celle-ci entraîne une désensibilisation du récepteur qui sera suivie, pour 
plusieurs agonistes, de son internalisation par, entre autres, le recrutement de la 
P-arrestine et de clathrines ((Pei et al., 1995 ; Li et al., 1999 ; Drake et al., 2006), pour une 
revue, voir (Kelly et al., 2008)). Certaines protéines kinases activées par des 
facteurs mitogènes (MAPK), communément appelées kinases régulées par des 
signaux extracéllulaires (ERK) 1 et 2 (ERK1/2), sont aussi activées, par les opioïdes et 
cette activation semble, du moins en partie, régulée par les PKC (Fukuda et al., 1996), 
(pour une revue de ces activations, voir (Law et al., 2000)).
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F ig u r e  3  : V o ies  d e  s ig n a lis a tio n  des  récepteurs
Représentation schématique des différentes voies de signalisation modulées par 
l'activation de DOPr commune aux trois récepteurs opioïdergiques. Il y a une diminution 
de l'activité de l'AC et par conséquent une diminution du niveau d'AMPc, activation de 
plusieurs protéines kinases donc les ERK1/2 et la PKC, induction de l'internalisation par le 
recrutement des fS-arrestines et modulation de différents canaux.
À première vue, les différents types de récepteurs opioïdergiques semblent induire 
une signalisation cellulaire très semblable. Par contre, il existe certaines disparités, 
comme l'activation de canaux calciques différents selon le type de récepteur activé 
(Connor et al., 1999). Ces disparités, couplées à la distribution unique de chaque type de 
récepteur dans le système nerveux (Chang et al., 1979 ; Mansour et al., 1987), pourrait 
expliquer en partie les différences dans la réponse physiologique de l'activation de ces 
récepteurs. Ainsi, bien que l'activation de MOPr, DOPr et KOPr induise une analgésie, les 
effets secondaires semblent propres à chaque type de récepteur (Wolff et al., 1940 ; 
Onofrio and Yaksh, 1983 ; Pfeiffer et al., 1986). Les études sur NOPr sont quelque peu à
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l'opposé puisque son activation semble davantage induire un effet hyperalgésique 
qu'analgésique (Reinscheid et al., 1995). D'ailleurs, bien que , Y International Union of 
Basic and Clinical Pharmacology le considère comme un récepteur opioïdergique à part 
entière (IUPHAR, 2013), sa classification est encore controversée (Beaulieu, 2005) dû au 
fait, entre autres, que le naloxone et bien d'autres ligands non-sélectifs, n'ont qu'une très 
faible affinité pour NOPr (Butour et al., 1997).
1 .2 .2  Lo c a lisa tio n  des  récepteurs  o pio ïd er g iq u es
Comme il a été précisé précédemment, les récepteurs opioïdergiques sont localisés à 
plusieurs endroits stratégiques afin d'inhiber la douleur. Cette analgésie peut se produire 
tout au long de la circuiterie neuronale impliquée, directement ou indirectement, dans la 
douleur, tant au niveau du système nerveux périphérique que central (Beaulieu, 2005). 
Ainsi, les récepteurs opioïdergiques sont retrouvés dans plusieurs régions du cerveau 
impliquées dans la transmission et la modulation d'informations nociceptives. En effet, ils 
sont reconnus pour inhiber les voies ascendantes de la nociception, mais ils sont aussi 
présents dans certaines voies descendantes inhibitrices en activant indirectement des 
neurones inhibiteurs de la douleur (Beaulieu, 2005). Par exemple, ils peuvent stimuler des 
fibres inhibitrices GABAergiques qui bloquent ainsi la libération de substance P et de 
glutamate, effecteurs pronociceptifs (Beaulieu, 2005). Ensuite, les récepteurs 
opioïdergiques sont retrouvés en grande quantité dans la corne dorsale de la moelle 
épinière. À cet endroit, ils empêchent l'information nociceptive d'être transmise de 
l'afférence primaire à un neurone secondaire, exemple en inhibant la libération de 
glutamate par cette première (Beaulieu, 2005). De plus, les récepteurs opioïdergiques 
peuvent migrer des ganglions rachidiens aux terminaisons périphériques où ils peuvent 
inhiber, localement, la libération de composés pronociceptifs comme la substance P. 
Finalement, le rôle des récepteurs opioïdergiques, indépendamment de l'endroit où ils 
sont exprimés dans l'organisme et indépendamment du moyen utilisé, est d'inhiber les 
perceptions et la transmission des stimuli nociceptifs (Beaulieu, 2005).
12
1 .3  R éc epteu r  o p io ïd e r g iq u e  d e lta
Une équipe de recherche étudiant les enképhalines ont observé une différence entre 
les proportions de puissance des essais sur GPI et sur MVD de plusieurs composés. 
Cette observation a été un point déterminant dans l'identification de trois récepteurs 
opioïdergiques distincts (Lord et al., 1977). À la suite de cette identification, la perspective 
de développer de nouveaux analgésiques aussi puissants mais moins incommodants que 
la morphine en ciblant les autres types de récepteurs opioïdergiques s'est vite faite 
sentir. Ainsi, il a été convenu que le récepteur présent sur les MVD, dont l'activation 
était responsable de l'effet inhibiteur des opioïdes sur ce tissu, serait nommé DOPr. 
Les enképhalines avaient été découverts quelques années plus tôt comme étant des 
agonistes endogènes du « récepteur à la morphine », comme il était décrit avant 
l'identification des différents types de récepteurs. Comme ces enképhalines avaient en 
réalité une meilleure puissance sur MVD que sur GPI, il a incidemment était suggéré qu'ils 
devaient être, en réalité, les agonistes endogènes de DOPr (Lord et al., 1977).
1 .3 .1  En k é p h a lin e s
Dans les années 70, certains groupes de recherche ont commencé à purifier des 
protéines du système nerveux à la recherche d'un ligand endogène du « récepteur à la 
morphine ». Il était improbable pour eux qu'un récepteur pleinement fonctionnel ne 
possède aucun substrat naturel. C'est donc en 1974, qu'un premier article a été publié 
mentionnant une extraction protéique d'un cerveau de rat capable d'inhiber de façon 
réversible la dihydromorphine (Terenius, 1974), composé semi-synthétique découvert au 
début du 20e siècle pour activer le même récepteur que la morphine (Small, 1938). 
Ce même groupe a pu montrer que ce composé était soluble dans l'eau, d'une grosseur 
apparente de 1000 à 1200 Da et contenait plusieurs ions, laissant présager que le 
composé devait être peptidique (Terenius and Wahlstrom, 1975). Un autre groupe de 
recherche a effectué dans les mêmes années d'autres expériences venant appuyer le 
premier : un extrait protéique d'un cerveau (de rat, de cochon ou de cochon d'inde) 
possède, en inhibant une contraction induite d'un MVD et d'un plexus myentérique de
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GPI, une activité apparentée à celle de la morphine (Hughes, 1975). De plus, cette activité, 
tout comme celle de la morphine, est inhibé par le naloxone, un antagoniste 
opioïdergique non sélectif. Ce même groupe, en 1975, a été le premier à employer le 
terme « enképhaline » pour identifier la portion de l'extrait capable d'activer le 
« récepteur à la morphine » (Hughes et al., 1975). Cet article est aussi le premier à 
identifier des acides aminés contenus dans l'enképhaline (Glycine, Méthionine, 
Phénylalanine et Tyrosine) et à émettre l'hypothèse que le récepteur cible de 
l'enképhaline pourrait ne pas être identique à celui de la morphine (Hughes et al., 1975). 
Peu de temps après il a été montré qu'il y avait en réalité deux pentapeptides 
endogènes qui avaient les propriétés recherchées, la leucine-enképhaline 
(Leu-enképhaline) et la méthionine-enképhaline (Met-enképhaline), ayant comme 
structure Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu/Met (Hughes et al., 1975) (Figure 4). Malgré leur 
ressemblance, la puissance de la Leu-enképhaline pour inhiber la contraction du MVD est 
deux fois moins importante que celle de la Met-enképhaline (Hughes et al., 1975). 
Il a aussi été montré qu'elle était moins exprimée au cerveau ; l'estimé du ratio 
de ces composés était de quatre Met-enképhalines pour une Leu-enképhaline, bien 
qu'il s'est avéré que ce ratio était différent pour chaque espèce (Hughes et al., 1975 ; 
Smith and Griffin, 1978).
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F ig u r e  4  : c o n fo r m a tio n s  des en k éph a lin es
Structure de la Leu-enképhaline (en haut) avec la chaine latérale de la leucine en bleu et la 
Met-enképhaline (en bas) avec la chaine latérale de la méthionine en rouge.
1.3.1.1 C o n fo rm a tio n
Depuis la découverte des enképhalines, plusieurs recherches ont été menées afin de 
déterminer la conformation bioactive de celles-ci. Au cours des années, plusieurs 
hypothèses ont été abordées en utilisant plusieurs méthodes, mais c'est la cristallisation 
qui ressort le plus souvent comme étant la méthode la plus juste (Voet and Voet, 2011). 
En effet, pour une grande majorité de protéines, celles-ci conservent leur conformation en
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solution lorsqu'elles sont cristallisées, ce qui permet de l'imager le plus juste possible 
(Voet and Voet, 2011). Le cas des petits peptides, comme les enképhalines, est plus 
complexe puisque ceux-ci peuvent changer de conformation en solution. Ainsi, alors que 
la controverse sur la conformation de la Met-enképhaline était à son point le plus fort, la 
cristallisation est venue suggérer la présence en solution des trois conformations 
suggérées par différents groupes de recherche (Aubry et al., 1989). Il y a, d'abord, une 
conformation sans lien intramoléculaire, justifiée par des liaisons hydrogène avec l'eau et 
par une structure intermoléculaire de feuillets P antiparallèles (Khaled et al., 1976). 
Cette conformation semble dominer puisque cinq cristaux sur sept sont de ce type 
(Aubry et al., 1989). Il y a ensuite la possibilité de deux tournants p différents qui 
semblent, au final, cohabiter dans un état d'équilibre en solution permis par la présence 
de molécules d'eau (Aubry et al., 1989). Il y a donc le tournant dit 1-3 impliquant les 
acides aminés de la tyrosine à la phénylalanine (Bradbury et al., 1976) et celui dit 2-4 
allant de la première glycine à la méthionine, ou à la leucine (Jones et al., 1976). Quoi qu'il 
en soit, la conformation en solution ne permettant pas de prédire la conformation 
bioactive de la Met-enképhaline dans DOPr, cette controverse est toujours d'actualité.
1 .3 .1 .2  Effets
Suite à la découverte des enképhalines, plusieurs se sont intéressés à leurs effets, 
autant du point de vue cellulaire que biologique. De par leur découverte, il était déjà 
connu qu'ils se liaient aux mêmes récepteurs que les opioïdes tels que la morphine et 
qu'ils inhibaient, au même titre que les opioïdes, la contraction du MVD et du GPI 
(Hughes, 1975 ; Hughes et al., 1975). Leurs effets sur l'activité de l'AC et sur la douleur ont 
été évalués très rapidement après leur découverte dans le but de mieux les caractériser. 
Il s'est avérer que, tout comme les autres opioïdes, les enképhalines inhibaient l'activité 
de l'AC dans des cellules NG108-15, connues pour contenir beaucoup de récepteurs 
opioïdes (Klee and Nirenberg, 1976). En effet, cette étude a montré que 0,16 pM de 
Leu-enképhaline et de Met-enképhaline inhibait l'activité de l'AC de façon beaucoup plus 
prononcé que 20 pM de morphine. Plus précisément, à ces concentrations, la 
Met-enképhaline y arrivait 100 fois mieux que la morphine et la Leu-enképhaline, 25 fois.
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Plus encore, contrairement à la morphine, les enképhalines réussissaient à inhiber les 
effets activateurs de 10 pM de PGEi sur l'AC (Klee and Nirenberg, 1976). Il s'est également 
avéré que les enképhalines avaient un effet analgésique lorsque des rats étaient soumis 
à une douleur aiguë au niveau de la queue (Belluzzi et al., 1976 ; Chen et al., 2007). 
Ainsi le test de douleur consistait à soumettre une partie de la queue à une source de 
chaleur émanant d'un rayon lumineux et de mesurer le temps de latence avant que le rat 
retire sa queue (D'Amour and Smith, 1941). Pour éviter tout dommage tissulaire aux 
animaux, une durée maximale était aussi fixée. Les opioïdes comme la morphine 
induisaient généralement une analgésie telle que la durée maximale était atteinte 
(Grumbach and Chernov, 1965). De la même façon, les enképhalines arrivaient à 
cet effet, qu'ils soient injectés par voie intrathécale ou intracérébroventriculaire. Ainsi, la 
plupart des rats ayant reçu 180 nmol d'enképhalines injectées dans le ventricule latéral à 
une concentration de 18 nM et un débit de 0,2 pl/s atteignaient la durée maximale 
(Belluzzi et al., 1976) de même que ceux ayant reçu par injection intrathécale au niveau 
lombaire 1 nmol (Chen et al., 2007). Ces observations suggéraient déjà que les 
enképhalines induisaient des effets similaires à ceux des opioïdes en général, bien qu'il 
ait été montré plus tard qu'ils n'agissaient pourtant pas sur le même type de récepteur 
(Lord et al., 1977).
1 .3 .1 .3  D é g r a d a tio n
Dès les premières caractérisations des enképhalines, alors que leur structure n'avait 
pas encore était établie, des essais de stabilité ont été réalisés sur les extractions 
protéiques contenant les enképhalines (Hughes, 1975). Il a donc été déterminé 
rapidement que la demi-vie des enképhalines n'était que de quelques minutes ; que 
l'ajout d'une mélange de trypsine, d'a-chymotrypsine et de carboxyestérase empêchait 
leur dégradation ; et que l'ajout de carboxypeptidase A ou de leucine aminopeptidase 
l'augmentait (Hughes, 1975). Peu de temps après, un autre groupe de recherche a 
déterminé que le produit majoritaire de la dégradation des enképhalines dans du plasma 
et un homogénat de cerveau de rat était un tétrapeptide correspondant aux quatre acides 
aminés en çarboxy-terminale (Hambrook et al., 1976). Il s'avérait donc qu'une
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aminopeptidase était le principal enzyme responsable de la dégradation des enképhalines, 
confirmé plus tard par d'autres groupes de recherche (Craves et al., 1978). Par contre, des 
études in situ du métabolisme de la Met-enképhaline tritiée ont montré que le clivage du 
lien Tyr-Gly n'était pas le seul responsable de la dégradation des enképhalines. Ainsi, deux 
autres enzymes, nommés plus tard enképhalinase A et B, clivent, respectivement, le 
lien Gly-Phe et Gly-Gly (Craves et al., 1978 ; Gorenstein and Snyder, 1979), voir Figure 5 
pour un schéma récapitulatif. Alors que la contribution de l'enképhalinase B à la 
dégradation des enképhalines est marginale, l'enképhalinase A joue, elle, un rôle majeur 
(Craves et al., 1978 ; Hersh, 1982). Plus encore, des études de distribution tissulaire ainsi 
que subcellulaire ont révélé que l'enképhalinase A, contrairement à l'aminopeptidase et 
l'enképhalinase B, suivait la distribution des « récepteurs opioïdergiques » (montré plus 
tard comme étant plus précisément DOPr dans ce cas-ci (Mansour et al., 1987)), à la 
fois dans différentes régions du cerveau, dans certains neurones et même à l'intérieur de 
ces neurones, où plutôt à la membrane synaptosomale de ceux-ci (Malfroy et al., 1979 ; 
De La Baume et al., 1981). Cette distribution très similaire entre les « récepteurs 
opioïdergiques » et l'enképhalinase A suggère que cette dernière est réellement 
spécifique aux enképhalines (Malfroy et al., 1979).
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F ig u r e  5 : D é g r a d a tio n  des en k é ph a lin e s
Structure de la Leu-enképhaline avec le site de clivage de 1) l'aminopeptidase, celui de 
2) l'enképhalinase A et celui de 3) l'enképhalinase B.
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De par leur vitesse de dégradation très rapide et leur faible sélectivité, il était évident 
qu'ils ne pourraient jamais être utilisés tels quels comme analgésiques. Il avait d'ailleurs 
été montré que l'effet analgésique produit par une injection intracérébroventriculaire 
d'enképhalines ne durait que quelques minutes, suggérant une dégradation très rapide 
(Belluzzi et al., 1976). De plus, une injection d'une dose unique de 100 nmol par voie 
intrathécale d'enképhalines n'induit pas d'analgésie, suggérant une fois de plus une 
dégradation trop rapide, confirmée par l'effet analgésique d'une même dose co-injectée 
avec des inhibiteurs de peptidases (Chen et al., 2007).
1 .3 .2  A g o n istes  p ep t id iq u e s
Dès la découverte des enképhalines, et plus encore depuis leur classification en 
agonistes DOPr, plusieurs analogues ont été synthétisés dans le but d'améliorer leur 
stabilité, et préférablement leur sélectivité, pour ainsi raffiner la caractérisation de DOPr. 
La Figure 6 présente la structure de plusieurs agonistes DOPr peptidiques.
Un premier analogue intéressant a été synthétisé en 1977, le DADLE 
([D-Ala2, D-Leus]-Enképhaline) (Beddell et al., 1977), avec une puissance sur MVD 
dix fois supérieure à celle de la Leu-enképhaline, respectivement de 0,54 nM et 
8,82 nM (Kosterlitz et al., 1980), et une constante de dissociation (KD) de 0,52 nM 
(Hazum et al., 1981). D'ailleurs, sa capacité analgésique a été éprouvée quelques 
années plus tard sur un patient tolérant à la morphine (Onofrio and Yaksh, 1983). 
D'autres publications de ce genre ont suivi et leurs résultats prometteurs sont venus 
renforcer la perspective d'un agoniste sélectif DOPr comme alternative intéressante à 
l'activation de MOPr (Moulin et al., 1985 ; Krames et al., 1986). La sélectivité des 
composés était souvent évaluée par un ratio de la puissance d'un composé sur GPI 
(représentant son activité sur MOPr) sur sa puissance sur MVD (associée à son activité sur 
DOPr). Conséquemment, plus ce ratio GPI/MVD est élevé et plus la sélectivité sur DOPr est 
grande. Ainsi, bien que le DADLE ait une bonne puissance pour DOPr, sa sélectivité 
demeurait décevante avec un ratio GPI/MVD de 90.9, qui n'est guère meilleure que celle 
de la Leu-enképhaline avec un ratio de 52.6 (Kosterlitz et al., 1980).
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F igure 6  : A gonistes DOPr peptidiques
Structure peptidique des analogues de la Leu-enképhaline et des deltorphines. En haut, en partant de la gauche, la Leu-enképhaline, 
le DADLE et le DPDPE, au milieu le DSLET et le DTLET et en bas, la deltorphine I et la deltorphine II.
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Dans la nécessité de trouver un composé beaucoup plus sélectif afin d'assurer la 
justesse des études sur la caractérisation de DOPr, un même groupe a synthétisé, en 
l'espace de trois ans, deux analogues de la Leu-enképhaline ayant à la fois une puissance 
et une sélectivité intéressante: le DSLET (Try-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr) et le DTLET 
(Tyr-D-Thr-Gly-Phe-Leu-Thr) (Gacel et al., 1980 ; Zajac et al., 1983). Ces deux composés, 
ainsi que leurs caractéristiques pharmacologiques, se ressemblent beaucoup, mais le 
DTLET semble avoir une puissance et une sélectivité légèrement supérieures à celles du 
DSLET, bien qu'au moins une étude ait plutôt obtenue des valeurs de sélectivité inversées 
(Mosberg et al., 1983). Ainsi, le DTLET a une puissance sur MVD de 0,15 nM et un ratio 
GPI/MVD de 3067 alors que le DSLET a plutôt une puissance de 0,40 nM et un ratio de 
1015 (Zajac et al., 1983). Dans les mêmes années, une approche différente tentant plutôt 
de restreindre la Leu-enképhaline dans sa conformation active, a donné lieu à un analogue
I j  » r
cyclique, le DPDPE ([D-Pen , D-Pen ]-Enképhaline), ayant à la fois une puissance sur MVD 
(2,19 nM) et une sélectivité (ratio GPI/MVD de 3165) améliorées (Mosberg et al., 1983). 
Avec la venue de ces derniers composés, le développement de nouveaux composés 
peptidiques s'est atténué. Il y a toutefois eu une dernière avancée de taille lorsque deux 
peptides extraits d'un isolât de peau de grenouille ont montré un 
caractère agoniste pour DOPr avec un profil pharmacodynamique surpassant 
les meilleurs composés synthétisés à ce jour (Erspamer et al., 1989). Ainsi, la deltorphine I 
(Tyr-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-Nhfe) et la deltorphine II (Tyr-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH2) 
ont, respectivement, une puissance sur MVD de 0,21 nM et 0,32 nM et une sélectivité 
GPI/MVD de plus de 6993 et 9009, la puissance sur GPI n'ayant pu être déterminée avec 
précision (Erspamer et al., 1989).
1.3.2 .1  Effets analgésiques
Les techniques d'évaluation de la douleur et de l'analgésie en essais précliniques ont 
beaucoup évolué au cours des années et l'étude du caractère analgésique des agonistes 
DOPr s'est conjointement peaufinée. Ainsi il a d'abord été montré, par des essais à la 
plaque chaude, de retrait de la queue, de pression de la patte et de formaline, que tous 
les agonistes peptidiques de DOPr mentionnés, le DADLE, le DSLET, le DTLET, le DPDPE et
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la deltorphine II ont une activité analgésique en douleur aiguë (Galligan et al., 1984 ; 
Calcagnetti et al., 1988 ; Sanchez-Blazquez and Garzon, 1989 ; Shah et al., 1994 ; 
Fraser et al., 2000 ; Fraser et al., 2000 ; Kabli and Cahill, 2007). Des essais ont ensuite été 
réalisés sur différents modèles inflammatoires. Il a d'abord été montré qu'après une 
injection de carragénine, le naltrindole, un antagoniste sélectif, diminuait l'analgésie de la 
morphine, suggérant qu'une partie de cet effet est médiée par DOPr (Ossipov et al., 1995). 
D'autres études, entre autres avec la deltorphine II, ont confirmé qu'une douleur suite à 
une inflammation induite par une injection d'adjuvant complet de Freund (CFA) était 
diminuée par l'activation de DOPr (Fraser et al., 2000). Des techniques ont ensuite été 
développées pour mieux imiter les douleurs neuropathiques en clinique. Ainsi, le DPDPE 
et la deltorphine II, entre autres, induisent une analgésie médiée par DOPr dans ce type 
de douleur (Sohn et al., 2000 ; Holdridge and Cahill, 2007 ; Kabli and Cahill, 2007). 
Finalement, à l'aide de modèles animaux conçus pour étudier la douleur causée par 
un cancer osseux, il a été montré que certains agonistes DOPr, dont la deltorphine il 
et la [DVal2,Alaj[] E ([D-Val2, Alas]-Enképhaline), arrivaient à contrer cette douleur 
(Brainin-Mattos et al., 2006 ; Otis et al., 2011).
1.3.2 .2  Effets indésirables
Des essais ont aussi été menés pour mieux connaître les effets secondaires induits par 
plusieurs agonistes DOPr et ainsi valider que l'activation de ce récepteur est belle et bien 
une meilleure alternative pour le traitement de la douleur chronique en clinique que les 
agonistes de MOPr. Lors de ces essais, il s'est avéré qu'une majorité d'agonistes 
peptidiques n'apportaient que très peu d'effets indésirables. En effet, un des seuls effets 
notés est une altération transitoire des effets locomoteurs pour une majorité de 
composés peptidiques dont le DADLE, le DPDPE et la deltorphine II (Ukai et al., 1989 ; 
Murray and Cowan, 1990 ; Fraser et al., 2000 ; Beaudry et al., 2009). Par contre, il a été 
montré qu'un traitement chronique de cinq doses de deltorphine II à intervalle de 12h 
induisait une tolérance à ces effets locomoteurs, les estompant complètement, bien 
qu'aucune tolérance de l'effet analgésique était obsérvée (Beaudry et al., 2009).
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Malheureusement, malgré cet avantage évident de n'induire que peu d'effets 
indésirables, les agonistes peptidiques, de par leur nature, ne possèdent pas le profil 
pharmacocinétique approprié pour une utilisation en clinique. En effet, les liens 
peptidiques présents dans ces composés leur confèrent une hydrosolubilité trop grande et 
ils sont facilement ciblés et clivés par les peptidases présentes, entre autres, dans le sang.
1 .3 .2 .3  Liens peptidiques
Les peptides et, à plus grande échelle les protéines, sont entièrement composés 
d'acides aminés liés les uns aux autres (Clayden et al., 2003). Un acide aminé est composé 
d'une amine, d'une chaine latérale et d'un acide carboxylique. Dans un peptide, l'acide 
carboxylique d'un acide aminé a réagi avec l'amine d'un autre pour former un lien amide. 
Comme ce lien sépare chaque acide aminé dans un peptide, il est aussi appelé lien 
peptidique (Clayden et al., 2003). En chimie, l'amide est considéré comme un groupement 
neutre puisqu'il n'a pas de charge. Par contre, il possède plusieurs propriétés complexes, 
découlant de ses composantes, qui sont d'une importance capitale pour les peptides et les 
protéines, autant dans le repliement et la stabilité que dans les interactions entre 
plusieurs peptides.
1 .3 .2 .4  P o la r i t é
Comme illustré à la Figure 7, l'oxygène et l'azote contenus dans un lien peptidique 
possèdent tous deux des électrons de valence qui leur confèrent une grande charge 
électronégative (Clayden et al., 2003). Cette électronégativité, additionnée des charges de 
l'amine et l'acide carboxylique terminaux, est responsable du caractère hydrophile du 
squelette peptidique. Cette hydrophiiicité empêche une majorité de peptides, dont les 
enképhalines, de traverser la barrière hémato-encéphalique (BHE) (Cornford et al., 1978 ; 
Pardridge and Mietus, 1981).
F ig u r e  7  : Sc h é m a  de  la  p o l a r it é  d 'u n  l ie n  p e p t id iq u e
L'oxygène étant plus électronégatif que l'azote et celui-ci étant plus électronégatif que 
l'hydrogène, il y a une polarité de l'hydrogène vers l'oxygène.
1 .3 .2 .5  L ia iso n s  h yd r o g èn e
Il est maintenant établi que les électrons de valence de l'azote dans un amide sont 
délocalisés (Clayden et al., 2003). En effet, ils sont en état de résonance et donc partagés 
avec l'oxygène. Plus encore, dans le cas précis des amides, la plus grande part d'électrons 
se situe près de l'oxygène puisque celui-ci est plus électronégatif que l'azote (voir Figure 7 
pour le schéma de polarité) (Clayden et al., 2003). C'est donc dire qu'en réalité, il y a plus 
d'électrons près de l'oxygène que de l'azote. Cette résonance a pour effet de modifier 
partiellement le caractère des atomes impliqués. Ainsi, l'azote est plus enclin à perdre un 
hydrogène, du moins à le partager, ët l'oxygène est plus enclin à recevoir une certaine 
charge positive. Ce nouveau caractère accentue une interaction de type pont hydrogène, 
aussi appelée liaison hydrogène (Clayden et al., 2003), voir Figure 8. Cette interaction se 
définit comme étant le partage inégal d'un hydrogène entre deux atomes électronégatifs ; 
un premier, le donneur, ayant une liaison covalente avec un hydrogène et un second, 
l'accepteur, pouvant accepter une partie de la charge positive partielle de cet hydrogène. 
Ainsi, dans le cas du lien amide, l'azote a la possibilité d'être donneur; et l'oxygène, 
accepteur, permettant à chaque lien peptidique d'avoir, en général, jusqu'à deux liaisons 
hydrogène (Rozas et al., 1998 ; Atkins and Jones, 2011).
F ig u r e  8  : Sc h é m a  d 'u n e  l ia is o n  h yd ro g èn e
Schéma de deux liens peptidiques interagissant ensemble par une liaison hydrogène. 
L'azote ayant un certain caractère positif par la résonance, celui-ci a moins d'attachement 
à son hydrogène qui peut alors interagir avec un atome électronégatif, comme l'oxygène 
dans ce cas ci, qui est encore plus propice à recevoir une telle interaction par son 
caractère négatif accentué par la résonance.
La liaison hydrogène a une force d'attraction particulièrement forte qui équivaut à 
environ 10% d'une force de liaison covalente (Atkins and Jones, 2011). Par cette force, elle 
prédomine les autres types d'interactions non-covalentes et elle est particulièrement 
importante dans le contexte des peptides et des protéines puisqu'elle est impliquée à tous 
les niveaux (Atkins and Jones, 2011). Elle est présente à la fois dans des interactions 
intramoléculaires pour le repliement en structures secondaire et tertiaire; et à la fois dans 
des interactions intermoléculaires pour la formation de structures quaternaires et les 
interactions ligands-récepteurs (Northrop and Connor, 2009).
1 .3 .2 .6  Co n f o r m a t io n
Il a déjà été mentionné à la section précédente que les atomes formant le lien 
peptidique possédaient des propriétés permettant aux électrons de valence de l'azote 
d'être en état de résonance (Figure 9). Comme cet état n'est pas considéré lors de la 
schématisation conventionnelle, celle-ci ne représente pas les propriétés réelles des 
groupements participants à cette résonance (Ebbing and Gammon, 2011). Ainsi, par 
la délocalisation des électrons, la géométrie réelle du lien peptidique possède 
davantage les caractéristiques d'un lien double, comme les alcènes, qu'un lien simple
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comme le suggère la schématisation conventionnelle. De par ce fait, le lien peptidique est 
plan et peut difficilement effectuer de rotation (Murray et al., 2011). Cette rotation 
permettrait au lien peptidique d'adopter une conformation cis plutôt que la trans 
conventionnelle, mais nécessite le bris de la résonance, ce qui demande beaucoup 
d'énergie (Clayden et al., 2003). Le squelette peptidique est donc plus rigide qu'on 
pourrait le penser.
R’
R H S®
Formes limites de résonance Hybride de résonance
F ig u r e  9  : Sc h é m a  des  é ta ts  de  résonance d u  l ie n  p e p t id iq u e
Représentation schématique des différentes formes limites de résonance responsables de 
la rigidité du lien peptidique, beaucoup plus forte qu'il n'en paraît sur la schématisation 
conventionnelle de ce lien.
1 .3 .2 .7  Passage d e  la  b a r r ièr e  h é m a t o -e n c éph a liq u e
De multiple recherchés sur la BHE ont été réalisées, et ce, avant même la venue du 
siècle dernier. Cette fascination pour une structure qui empêche une grande majorité de 
composés de se rendre au cerveau n'a cessé depuis, poussant toujours plus loin la 
compréhension de celle-ci. Il a donc été possible de constater que la BHE avait une 
certaine perméabilité sélective puisque certains acides aminés ainsi que le glucose 
arrivent à traverser rapidement alors que la plupart des particules, dont les ions et la 
majorité des protéines, n'y arrivent pas du tout (Dobbing, 1961). À ce propos, il a été 
suggéré que, comme pour les autres tissus, la liposolubilité influencerait la diffusion des 
composés dans le cerveau, ce qui a été corrélé par une étude qui a déterminé le 
coefficient de partition huile d'olive/eau de plusieurs composés avec des diffusions de la 
BHE différentes (Dobbing, 1961 ; Oldendorf, 1974). Cette étude a révélé qu'à l'exception 
de métabolites traversant la BHE par transporteurs, un coefficient supérieur à 0,03 était 
nécessaire pour qu'une majorité d'un composé traverse la BHE (Oldendorf, 1974).
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Les essais actuels de lipophilicité n'étant pas effectués avec les mêmes solvants, utilisant 
l'octanol plutôt que l'huile d'olive, il est difficile de faire un rapprochement entre les 
coefficients de l'étude et ceux déterminés aujourd'hui, mais cette difficulté n'interfère pas 
dans les conclusions de cet article. Un bémol a par contre été ajouté à ces conclusions 
puisqu'une trop grande lipophilicité pourrait entraîner une séquestration du composé 
dans le lit capillaire ou une capture par les tissus périphériques ce qui aurait plutôt 
pour effet de réduire la quantité de composé se rendant au cerveau (Banks, 2009). 
D'ailleurs, un chercheur intéressé par la découverte de nouvelles drogues capables de se 
rendre au cerveau a émis une prédiction nommée « la règle des cinq » qui stipule, entre 
autres, qu'un composé ayant un Log P supérieur à 5 ou une masse moléculaire supérieure 
à 500 g/mole n'aura que peu de chance de traverser la BHE (Lipinski et al., 2001). 
Bien sûr, certains composés ne répondent pas à cette règle, mais il s'avère que la 
plupart de ces composés ne traversent pas la BHE par voie passive (Banks, 2009). 
En effet, plusieurs composés comme la L-DOPA et le glucose traversent la BHE par des 
transporteurs, leur permettant l'accès au cerveau même s'ils ne possèdent pas les 
propriétés essentielles (Banks, 2009).
Au départ, l'étude d'une Met-enképhaline avec la tyrosine tritiée a mené à la 
conclusion que les enképhalines pouvaient traverser la BHE (Kastin et al., 1976). 
Par contre, plusieurs autres études ont par la suite réfuté cette affirmation en 
montrant que le passage des enképhalines à travers à BHE était près du niveau basai 
(Cornford ef al., 1978) et que c'était plutôt une dégradation de l'enképhaline avant le 
passage de la BHE qui permettait à la tyrosine tritiée de la traverser en passant par le 
transporteur de la tyrosine (Pardridge and Mietus, 1981).
Avec la connaissance de la BHE d'aujourd'hui, il n'est pas étonnant que 
les enképhalines, comme plusieurs autres peptides (Cornford et al., 1978 ; 
Pardridge and Mietus, 1981), ne puissent arriver à traverser la BHE puisque celles-ci 
possèdent à la fois un Log P beaucoup trop faible ( respectivement de -2,3 pour la 
Leu-enképhaline et de -2,1 pour la Met-enképhaline) et une masse moléculaire 
légèrement trop élevée de 555,6 et 573,7, respectivement (Phenomex, 2012).
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1 .3 .3  Ag o n istes  n o n -p e p t id iq u e s
Le faible profil pharmacocinétique des composés peptidiques ne leur permettant pas 
une voie d'administration acceptable en clinique a dirigé la recherche vers la synthèse de 
composés non-peptidiques ciblant DOPr comme avenue alternative. En effet, sans la 
contrainte des liens peptidiques, il devient beaucoup plus facile de développer un 
composé capable de traverser la BHE. Au cours des années, plusieurs composés ont été 
synthétisés répondant à ces critères, dont les plus connus sont répertoriés ci-après, 
et ceux-ci peuvent être divisés en deux catégories selon leur structure, les dérivés 
pipérazines (Figure 10) et les dérivés pipéridines (Figure 11).
F ig u re  1 0  : A gonistes DOPr a y a n t un d é rivé  p ipérazine
Structure de deux analogues, le SNC 80 et le BW373U86. L'unique différence entre ces 
deux composés, mise à part la racémisation de ce dernier, est le méthyl à la place de 
l'hydrogène à droite de la molécule.
BW373U86
OH SB 235863
JNJ-20788560
OH KNT-127
OH
ADL5747
ADL5859
HO
F ig u re  11 : Agonistes DOPr a y a n t  un d érivé  p ipérid ine
Structure de différents analogues. Celles-ci sont moins conservées entre les composés que 
celles de la catégorie des dérivés pipérazines, par contre, les quatre premières structures 
possèdent toutes une certaine ressemblance dont l'alignement horizontal de plusieurs 
cycles et un cycle sous cet alignement, à l'extrémité gauche. Le ADL 5747 et le ADL 5859 
ressemblent plus aux structures des dérivés pipérazines, à l'exception de l'absence du 
second azote dans le cycle inférieur. La différence entre le ADL 5747 et le ADL 5859 est le 
groupement hydroxyle de ce dernier près de leur identification.
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1 .3 .3 .1  Co m po sé  a y a n t  u n  d é r iv é  p ip é r a z in e
Ainsi, ie premier agoniste DOPr non-peptidique fût le BW373U86 qui a une affinité de 
1,8 nM pour DOPr et une puissance sur MVD de 0,2 nM et une bonne sélectivité, soit un 
ratio GPI/MVD de 700 (Chang et al., 1993). Ce composé aurait pu être prometteur, mais 
peu de temps après son développement, des essais sur différents types de douleur aiguë, 
dont l'essai de retrait de la queue, de pression sur la queue et de constrictions 
abdominales, ont montré des résultats analgésiques mitigés (Wild et al., 1993). Ainsi, 
de l'analgésie était seulement observée pour un des trois essais lorsque le BW373U86 
était administré par voie intrapéritonéale ou perorale. Cette observation, couplée à des 
effets indésirables tels la modulation des effets locomoteurs et l'induction de convulsions, 
a bien sûr limité les avancés de ce composés (Chang et al., 1993 ; Corner et al., 1993).
Comme une des contrainte du BW373U86 était son caractère racémique, certaines 
études ont été menées afin d'optimiser un composé semblable, sans racémisation. C'est 
ainsi qu'a été développé le SNC 80 qui n'a qu'un méthyl de plus que le BW373U86 dans sa 
structure, en plus d'être un énantiomère pur (Calderon et al., 1994). Ainsi, ce nouveau 
composé a une affinité pour DOPr semblable à son prédécesseur, 1,06 nM, une puissance 
sur MVD dix fois inférieure, 2,73 nM, mais, le plus intéressant, une sélectivité de près de 
trois fois supérieure avec un ratio GPI/MVD de 2000 (Calderon et al., 1994). Des essais de 
retrait de la queue ont montré une analgésie à la fois avec une administration 
intracérébroventriculaire, intrathécale et intrapéritonéale (Bilsky et al., 1995), mais 
malheureusement, des convulsions et des altérations locomotrices ont aussi été 
observées (Broom et al., 2002 ; Nozaki et al., 2012).
1 .3 .3 .2  Com posés  a y a n t  un  d é r iv é  p ip é r id in e
Étant donné les effets indésirables entraînés par les dérivés pipérazines, le 
développement de cette catégorie a rapidement cédé sa place au développement de 
composé avec un dérivé pipéridine, comme dans la morphine. C'est ainsi, dans les années 
1990, qu'un des premiers agonistes DOPr non-peptidique avec un dérivé pipéridine a été 
développé, le TAN-67 (Kamei et al., 1995 ; Suzuki et al., 1995). Malheureusement, malgré
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une affinité de 1,12 nM pour DOPr, une puissance sur MVD de 50 nM et un ratio GPI/MVD 
de 530, ses effets analgésiques sont très décevants (Suzuki et al., 1995). Ainsi, le seul essai 
de douleur aiguë qui montre une analgésie du TAN-67, les essais de retrait de la queue et 
de la plaque chaude étant négatifs, est celui des constrictions abdominales, diminuées par 
des doses de 30 et 100 mg/kg injectées par la voie intrapéritonale (Kamei et al., 1995).
Un composé ayant une certaine ressemblance avec le TAN-67, et ayant une affinité 
sélective pour DOPr de plus de 100 fois par rapport à MOPr, le SB 235863, a montré 
un caractère analgésique losqu'admiriistré par voie intracérébroventriculaire ou 
par gavage sur des rats ayant une douleur inflammatoire, essai de carragénine, 
et neuropathique, essai de ligature du nerf sciatique (Dondio et al., 2001 ; 
Petrillo et al., 2003). De plus, aucune tolérance n'a été observée lorsque des doses 
répétées ont été injectées dans les deux modèles de douleur (Dondio et al., 2001 ; 
Beaudry et al., 2009). Il est aussi un des premiers agonistes non-peptidique DOPr 
n'induisant pas de convulsion (Petrillo et al., 2003). Toutefois, ses effets analgésiques 
semblent limités puisqu'aucun effet n'est observé avec des essais de retrait de la queue et 
des essais sur la plaque chaude et sa capacité d'interaction avec quelques récepteurs non 
opioïdergiques, tels que le récepteur muscarinique, le canal calcique de type L et deux 
canaux sodiques, limite son utilisation (Petrillo et al., 2003).
Quelques années plus tard, un autre composé ayant une plus grande ressemblance au 
TAN-67 a été développé avec une bonne affinité pour DOPr, 2,0 nM, de plus de 600 fois 
celle pour MOPr, le JNJ-20788560 (Codd et al., 2009). Il possède un caractère analgésique 
très intéressant lorsqu'il est administré par voie perorale, autant pour des douleurs 
inflammatoires, neuropathiques et aiguës et il n'induit pas de convulsion. Le seul 
problème répertorié est une disparité entre deux essais mesurant la puissance, le GTPyS 
et la vas deferens de hamster, qui suggère que le composé n'est en fait qu'un agoniste 
partiel (Codd et al., 2009). Ainsi, malgré une efficacité relative de 92% en GTPyS, le 
JNJ-20788560 arrive à inhiber qu'environ 50% de la contraction de la vas deferens 
(Codd et al., 2009).
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Dans les mêmes années, Adolor Corporation a développé en parallèle deux 
composés n'ayant comme différence qu'un groupe hydroxyl, le ADL 5859 et le ADL 5747 
(Le Bourdonnec et al., 2008 ; Le Bourdonnec et al., 2009). La structure de ces composés 
ressemble beaucoup plus aux dérivés pipérazines qu'aux dérivés pipéridines. Par contre, 
par le remplacement de la pipérazine par une pipéridine, ces composés ne peuvent 
qu'être classés dans cette deuxième catégorie. Ainsi, en essais in vitro, le ADL 5859 
montrait une affinité, 0,84 nM, et une puissance en GTPyS, 20 nM, meilleures que le 
ADL 5747, 2,7 nM et 94 nM respectivement, mais en modèle inflammatoire induit par 
CFA, le ADL 5747 est près de 50 fois plus efficace que le ADL 5859 avec une dose effective 
à 50% (EDso) respective, lorsqu'administré chez des rats par voie perorale, de 0,03 mg/kg 
et 1,4 mg/kg (Le Bourdonnec et al., 2008 ; Le Bourdonnec et al., 2009). Ces composés 
n'induisent aucune convulsion même à des doses de 1000 mg/kg et un effet locomoteur, 
bien que modeste, n'est observé qu'avec le ADL 5859 à des doses 200 fois plus grande que 
son EDso- Une étude récente a aussi rapporté des effets analgésiques chez les souris à 
30 mg/kg en voie perorale pour les deux composés dans des modèles inflammatoires et 
neuropathiques sans modulation de la locomotion ni convulsion (Nozaki et al., 2012).
Peu de temps après, un dernier composé appartenant à cette catégorie a été 
développé, le KNT-127, présentant une affinité sélective pour DOPr de 0,16 nM, plus de 
130 fois celle de MOPr (Nagase et al., 2010). Il présente une bonne analgésie pour des 
douleurs aiguës, constrictions abdominales et formaline, lorsque 3 mg/kg est injecté par 
voie sous-cutanée et il n'induit ni convulsion, testé jusqu'à 100 mg/kg, ni effet 
locomoteur, testé jusqu'à 10 mg/kg (Saitoh et al., 2011).
1 .4  Co n c ept  d e  message-adresse  d 'u n  a g o n iste
Il est habituellement accepté qu'un ligand doit entrer dans la pochette de liaison d'un 
récepteur et interagir spécifiquement avec plusieurs groupements d'acides aminés de ce 
dernier pour être reconnu (Devi, 2005). Comme l'indique la Figure 12, dépendemment 
des acides aminés impliqués, plusieurs types d'interaction sont possibles. D'abord, 
certains acides aminés comme l'acide aspartique et la lysine possèdent une chaine
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latérale chargée. Cette charge peut interagir avec une charge opposée présente sur le 
ligand et former un pont salin (Murray et al., 2011). Ensuite, certains autres acides aminés, 
tel que la phénylalanine, ont plutôt des chaines latérales non-polaires. Ce type de 
groupement est repoussé par des charges ioniques et par des groupements polaires 
(Seager and Slabaugh, 2011). Ils n'interagissent donc qu'entre eux. D'ailleurs, lors du 
repliement des protéines, donc du récepteur, ces chaines sont souvent orientées de façon 
à être regroupées, ce qui forme des régions hydrophobes (Murray et al., 2011). 
Un groupement non-polaire du ligand, comme un cycle aromatique, peut interagir 
avec un groupement non-polaire ou une région hydrophobe du récepteur présent ou à 
proximité de la pochette de liaison. Finalement, certains acides aminés comme la tyrosine 
ont la possibilité de former une liaison hydrogène avec le ligand. Ce type de liaison, 
élaboré à la section 1.3.2.5, est la capacité d'un groupement, par exemple le -OH du cycle 
aromatique de la tyrosine, à partager son hydrogène avec un second groupement 
(Northrop and Connor, 2009).
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F ig u r e  12  : I n te r a c tio n s  possibles l ig a n d -r éc epteur
Différentes chaines latérales d'acides aminés montrant un exemple de quelques types 
d'interaction pouvant survenir entre un ligand et un récepteur. En haut à gauche, en bleu, 
un pont salin entre un acide aspartique et une lysine. En haut à droite, une leucine, 
en rouge, interagissant avec une région hydrophobe formée d'une phénylalanine, d'un 
tryptophane et d'une leucine. En bas, une liaison hydrogène entre une tyrosine et 
un acide aspartique.
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La quantité d'interactions possibles entre un récepteur et un ligand est grande, mais la 
spécificité d'un ligand vient du fait que les interactions nécessaires à la reconnaissance 
sont eux aussi très spécifiques. Certaines sont spécifiques à une famille de récepteur, dont 
l'ensemble est communément appelé message, alors que d'autres sont spécifiques à un 
seul type de récepteur, dont l'ensemble est appelé adresse (Chavkin and Goldstein, 1981). 
Ce concept de message-adresse s'applique aux opioïdes. Ainsi un composé qui n'a que le 
message n'aura pas de préférence entre MOPr, DOPr et KOPr, comme 
l'ethylketocyclazocine (EKC) qui a une affinité de 1,93 nM ; 2,46 nM ; et 2,12 nM 
respectivement (Neal et al., 2003). Lorsqu'un ligand possède une adresse en plus du 
message, il se liera préférentiellement sur le récepteur cible, conférant au ligand une 
sélectivité face à ce récepteur (Chavkin and Goldstein, 1981). Cette sélectivité peut être 
due soit par ce surplus d'interactions qui augmente de ce fait l'affinité du ligand pour ce 
récepteur, soit par une incompatibilité entre ce ligand et les autres récepteurs, souvent 
causée par les groupements mêmes de l'adresse (Lipkowski et al., 1986). Par exemple, 
l'acide aminé en position 6.581, perçu comme étant un acide aminé important dans la 
sélectivité des opioïdes (Valiquette et al., 1996), est un tryptophane (2842) pour DOPr, un 
acide glutamique (297) pour MOPr et une lysine (303) pour KOPr. Ces acides aminés étant 
respectivement non-polaire, négatif et positif, un ligand ayant l'adresse nécessaire pour 
interagir à cet endroit sur un des trois récepteurs sera repoussé par les deux autres.
Les premières études portant sur l'affinité d'un ligand pour un récepteur opioïde ont 
débuté avec des peptides endogènes pour ces récepteurs (Chavkin and Goldstein, 1981). 
Bien qu'il y en ait plusieurs, ils ont tous un segment de quatre acides aminés en commun à 
la portion amino-terminale, soit Tyr-Gly-Gly-Phe (Janecka et al., 2004). Ces peptides sont 
particulièrement intéressants puisqu'ils ont tous une sélectivité, bien que faible, surun
1 La méthode d'identification des acides aminés utilisée est celle de JA. Ballesteros selon laquelle l'acide 
aminé de chaque domaine transmembranaire le plus conservé d'une famille de RCPG est identifié 
arbitrairement 50 avec, séparé par un point, le nombre du domaine transmembranaire. Ainsi l'acide aminé 
le plus conservé du 6” domaine transmembranaire sera identifié 6.50. Les acides aminés suivants auront un 
chiffre supérieur et ceux précédents, inférieur. Ainsi, l'acide aminé 6.58 est le huitième acide aminé suivant 
le 6.50 (Ballesteros and Weinstein, 1995).
2 Numéro de l'acide aminé du récepteur identifié en partant de la partie amino-terminale.
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des récepteurs opioîde. Ainsi, la dynorphine-A lie préférentiellement KOPr; la 
|3-endorphine, MOPr; et les enképhalines, DOPr (Toll et al., 1998). De plus, il a été abordé 
précédemment (section 1.3.1) que les enképhalines n'ont que cinq acides aminés, ayant 
une Leucine ou une Méthionine en carboxy-terminale. La dynorphine-A et la (3-endorphine 
quant à eux, ont respectivement 13 et 31 acides aminés. Ce qui est intéressant, c'est que 
leur cinquième acide aminé respectif est la Leucine et la Méthionine; ils ont donc une 
enképhaline à l'intérieur même de leur segment (Beaulieu, 2005). En étudiant ces 
peptides avec la théorie de message-adresse, considérant que les enképhalines avaient 
une affinité un peu plus marquée pour DOPr et considérant aussi que quatre acides 
aminés étaient communs aux peptides, certains ont émis l'hypothèse que le message des 
opioïdes était l'entièreté de ces acides aminés communs (Chavkin and Goldstein, 1981 ; 
Kane et al., 2006). Par contre, certaines recherches avec des alkaloïdes, comme la 
synthèse du naltrindole et la cristallisation de celui-ci dans DOPr montrent que le 
message ne contiendrait pas, en réalité, la phénylalanine (Portoghese et al., 1990 ; 
Granier et al., 2012).
Ainsi, comme le montre la Figure 13, le message serait une charge positive séparée par 
deux carbones d'un phénol dont le groupement hydroxyle aurait une implication propre 
(Granier et al., 2012). Cette combinaison est représentée dans les peptides mentionnés ci- 
haut par la partie amino-terminale et la tyrosine (Granier et al., 2012). Les deux glycines 
ne serviraient que d'espaceur entre le message et l'adresse ; et ce dernier serait contenu 
entre la phénylalanine et la partie carboxy-terminale (Portoghese et al., 1990). Pour ce qui 
est des alkaloïdes, la même combinaison charge positive, phénol (communément appelé 
noyau tyramine) et espaceur est retrouvée, à la seule différence que ceux-ci sont fixés 
dans une conformation unique, rigidifiés par les cycles (Portoghese et al., 1990). Ainsi, si 
une adresse peptidique est attachée à un cœur alkaloïque, il est possible d'obtenir des 
affinités comparables au peptique entier (Lipkowski et al., 1986).
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F ig u r e  13  : M essage e t  adresse d e  la  Le u -e n k é p h a lin e
Le message de la Leu-enképhaline en rouge avec, en bleu, le phénol séparé par deux 
carbones, numérotés, de la charge positive de la partie amino-terminale. L'adresse en vert 
comprend la phénylalanine et la leucine et les deux glycines servent d'espaceur.
Pouvoir comparer des ligands de natures et de sélectivités différentes a permis 
l'identification des groupements importants pour la liaison aux récepteurs opioïdes 
ainsi que ceux nécessaires aux sélectivités. Ainsi, pour les opioïdes, il semble que ce 
soit la partie carboxy-terminale qui ait ce rôle (Portoghese et al., 1990). Pour DOPr, par 
exemple, un groupement non-polaire, assez près du message, semble suffisant 
(Portoghese et al., 1990). Toutefois, la relation ligand-récepteur va bien au-delà de cette 
identification en elle seule. Les groupements identifiés comme importants pour la liaison 
au récepteur doivent interagir de façon très précise avec des groupements du récepteur 
dans la pochette de liaison. Identifier ces groupements nécessaires à la reconnaissance 
d'un ligand est une tâche extrêmement ardue. En effet, malgré que plusieurs techniques 
soient disponibles pour étudier cette relation telles que la synthèse de chimères
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(Meng et al., 1995), la mutation (Meng et al., 1996) et la cristallisation du récepteur avec 
le ligand dans la pochette de liaison (Granier et al., 2012) ; elles ont toutes leurs 
limitations et l'étude de la relation ligand-récepteur demeure toujours indirecte. Dans 
les trois techniques mentionnées, des modifications sont apportées au récepteur et 
celles-ci peuvent altérer la conformation du récepteur. De telles altérations, même 
minimes peuvent avoir un impact sur la façon dont un ligand se liera à ce récepteur 
modifié (Befort et al., 1996). Outre ce problème de techniques, il peut arriver que certains 
ligands ne se conforment pas à la règle de message-adresse, ou du moins, aient des 
interactions avec le récepteur que la plupart des ligands n'ont pas (Meng et al., 1995). 
Par exemple, dans le cas des opioïdes, des différences ont été observées entre les 
agonistes et les antagonistes ainsi qu'entre les ligands peptidiques et non-peptidiques. 
Ainsi, une mutation de l'acide aspartique en asparagine en position 2.50, acide aminé 95 
pour DOPr, induit une perte quasi-totale de l'affinité de sept des huit agonistes testés 
alors que l'affinité des trois antagonistes est demeurée similaire (Kong et al., 1993). 
De la même façon, lors d'une étude au niveau de la troisième boucle extracellulaire, les 
trois peptides testés ont eu une perte d'affinité suite à une mutation aux positions 
6.66-6.67, acide aminé 291-292 pour DOPr, alors que les deux alkaloïdes, un agoniste et 
un antagoniste, ont totalement conservé leur affinité (Meng et al., 1996).
Malgré ces différences, en étudiant l'effet de plusieurs mutations et chimères sur 
une majorité de ligands testés, il est possible d'émettre certaines hypothèses quant 
aux interactions importantes entre un ligand et un récepteur. Un schéma de certains 
acides aminés de DOPr importants pour ces interactions est présenté à la Figure 14. 
Ainsi, pour le message, trois différents articles ciblent l'Asp332 (Befort et al., 1996 ; 
Kane et al., 2006 ; Granier et al., 2012) et le Trp648 (Befort et al., 1996 ; Kane et al., 2006 ; 
Granier et al., 2012); et deux articles ciblent le Trp450 (Befort et al., 1996 ; 
Kane et al., 2006), la Phe547 (Befort et al., 1996 ; Kane et al., 2006), l'His652 
(Kane et al., 2006 ; Granier et al., 2012) et la Tyr7'43 (Befort et al., 1996 ; 
Granier et al., 2012). Malgré les limitations de ces recherches, le fait que deux ou même 
trois études différentes ciblent des acides aminés communs augmente grandement la
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probabilité que ces acides aminés soient vraiment impliqués dans le message des 
opioïdes. Pour ce qui est de l'adresse, une complication supplémentaire s'impose. 
Lors de la cristallisation de DOPr avec le naltrindole, l'équipe de Sébastien Granier a 
indiqué plusieurs endroits sur le récepteur qui semblent interagir avec le ligand 
(Granier et al., 2012). Par contre, il n'est considéré dans le texte que la Leu735 comme 
étant un acide aminé impliqué dans la sélectivité. Cette position est en accord avec une 
étude utilisant des mutations (Meng et al., 1996), mais cette étude, ainsi qu'une autre 
utilisant aussi des mutations, tend à montrer que plus d'un acide aminé est responsable 
de la sélectivité des opioïdes (Valiquette et al., 1996). Bien que ces deux études ne portent 
pas sur les mêmes acides aminés, elles ont chacune ciblé des acides aminés qui ont été 
identifiés comme interagissant avec la partie adresse du naltrindole dans l'étude sur la 
cristallisation de DOPr (Granier et al., 2012). Il s'agit de la Val655 (Meng et al., 1996) et du 
Trp6'58 (Valiquette et al., 1996). Finalement, une nouvelle publication de Sébastien Granier 
vient confirmer ces allégations en annonçant que plus d'un acide aminé sont nécessaires 
pour la sélectivité de DOPr et que parmi ceux-ci figurent, bels et bien, la Val6 55, le Trp6 58 
et la Leu7 35 (Granier, 2012).
F igure  14 : Schéma des in te ra c tio n s  possibles lig a n d  -  DOPr
Représentation hypothétique de la plupart des acides aminés de DOPr mentionnés dans le 
texte comme importants pour la liaison à un ligand, en interaction avec la 
Leu-enképhaline. La plupart des interactions sont extrapolées des interactions 
DOPr -  naltrindole (Granier et al., 2012). Le Trp450 et la Phe5 47 ne sont pas schématisés 
puisqu'ils ne font pas partie des interactions mentionnées dans cet article.
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1 .5  A lte rn a t iv e s  isostériques
Lorsqu'une cible est déterminée, plusieurs méthodes peuvent être utilisées afin de 
synthétiser de nouveaux composés visant cette cible. L'une d'entre-elles consiste à 
modifier un composé ayant déjà la capacité de lier cette cible afin de l'optimiser et de le 
rendre utilisable en clinique (Giannis and T, 1993). Ainsi, dans le cas de DOPr, il s'agirait de 
partir d'une enképhaline et de la rendre plus lipophile et plus stable. Un moyen d'y arriver 
serait de remplacer certaines parties de l'enképhaline par des groupements isostériques 
(Thornber, 1979 ; Patani and LaVoie, 1996). La définition de l'isostérisme a beaucoup 
évolué depuis sa première apparition en 1919 et son utilisation dans la conception de 
médicaments a mené à une variante : le bioisostérisme (Thornber, 1979). Bien qu'au 
départ l'isostérisme s'appliquait uniquement à des molécules très similaires en terme de 
nombre d'atomes et d'électrons de valence, le bioisostérisme permet légèrement plus de 
latitude (Thornber, 1979). Ainsi, le bioisostérisme parfait impliquerait des molécules ou 
des groupements ayant une taille, une forme (angles de liaison et hybridation), une 
distribution électronique (polarité, charge), une solubilité lipidique et aqueuse, un pKa, 
une réactivité chimique et une capacité de liaison hydrogène tous identiques. Il est 
accepté que certains de ces paramètres soient perturbés, mais ces perturbations peuvent 
avoir des impacts sur la molécule entière et ses fonctions biologiques (Thornber, 1979). 
Par exemple, si une liaison hydrogène devait avoir lieu à l'endroit où il y a eu une 
modification, même si tous les autres paramètres sont conservés, si la modification ne 
permet pas de liaison hydrogène, la molécule n'aura probablement pas les mêmes 
propriétés biologiques. De retour à l'enképhaline, des modifications bioisostériques 
apportées aux liens peptidiques pourraient améliorer à la fois la lipophilicité et la stabilité 
de celle-ci si les modifications sont bien choisis (Venkatesan and Kim, 2002). Encore une 
fois, comme la plupart des bioisostères de la liaison peptidique ne conservent pas toutes 
les propriétés de cette dernière, il est possible que certains composés bioisostériques ne 
conservent pas la puissance de l'enképhaline de départ.
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1 .6  LE PROGRAMME DE RECHERCHE
Le programme de recherche dans lequel je travaille est issu d'une collaboration, 
entre le laboratoire du professeur Yves Dory, du département de chimie et celui du 
professeur Louis Gendron, du département de physiologie et biophysique. À l'origine, 
le projet de recherche avait comme objectif de procéder à la synthèse et à la 
caractérisation de composés analogues de la Leu-enképhaline afin d'étudier la relation 
structure -  activité entre celle-ci et DOPr. Pour y arriver, cinq différentes modifications 
bioisostériques, présentées à la Figure 15, ont été réalisées successivement et 
systématiquement sur chaque lien peptidique de la Leu-enképhaline. La différence entre 
ces modifications réside dans leur capacité d'interaction par des liaisons hydrogène ou 
dans le stérisme d'un atome.
Sériel Série 2 Série 3 Série 4 Série 5
♦ *  ♦ ♦ ♦ ♦
°  n~sN O O S
* s H  'WÇ V s *
H I H
♦ 1 ♦
Alcène Triazole Ester N-méthyl Thioamide
peptidique amide
F ig u r e  1 5  : Sc h é m a  des m o d if ic a t io n s  a ppo r tées
Structure du lien peptidique et des différentes modifications bioisostériques utilisées. 
Les possibilités de liaisons hydrogène sont identifiées avec des flèches, l'encombrement 
stérique du méthyl de la modification A/-méthyl amide est plus élevé que celui de 
l'hydrogène, l'encombrement stérique du soufre de la modification thioamide est plus 
élevé que celui de l'oxygène et l'encombrement stérique de la modification triazole est 
plus élevé que celui du lien peptidique.
À la suite de la caractérisation pharmacologique de ces composés, l'objectif du projet a 
évolué vers la synthèse de composés à plusieurs modifications. Pour y arriver, les 
modifications dont les composés conservaient la meilleure puissance sur DOPr ont été 
combinées. Dans un premier temps, seulement deux modifications étaient combinées 
pour la synthèse d'un composé. Au final, cependant, le but ultime est de parvenir à 
intégrer une combinaison de modifications permettant d'éliminer la totalité des liens
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peptidiques et ainsi augmenter au maximum la stabilité du composé ainsi que sa 
lipophilicité. L'amélioration du profil pharmacocinétique de la Leu-enképhaline pourrait en 
effet permettre de développer un peptidomimétique analgésique pouvant être pris par 
voie orale.
Dans cette perspective, une autre alternative a été explorée en collaboration avec 
le laboratoire du professeur David Perrin du University of British-Colombia, Vancouver 
(UBC Vancouver) : la cyclisation d'un analogue de la Leu-enképhaline. Cette alternative 
découle de l'hypothèse que la Leu-enképhaline formerait un tournant beta dans sa 
conformation biologique active, lui procurant ainsi une conformation cyclique 
possiblement stabilisée par des liaisons hydrogène (section 1.3.1.1). Le but de la 
cyclisation vise donc à conserver la structure de la Leu-enképhaline en modifiant les 
groupements impliqués dans le maintien du tournant beta par des liaisons covalentes afin 
de rigidifier la molécule dans sa conformation active. Cette cyclisation a comme effet de 
protéger les liens peptidiques contenus dans le cycle contre les peptidases et d'augmenter 
la lipophilicité du composé par les groupements formant le cycle.
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2 . B u t  d u  p r o je t
L'activation de DOPr a été proposée comme alternative aux traitements 
opioïdergiques actuels afin de limiter les effets secondaires causés par ceux-ci. Par contre, 
peu, voire aucun, agonistes DOPr ne répondent aux critères pour être un bon composé 
utilisable en clinique. En effet, soit ils causent, à leur tour, des effets indésirables ; soit ils 
possèdent un profil pharmacocinétique défavorable, comme une demi-vie trop courte ou 
une lipophilicité trop faible pour pouvoir traverser la BHE. La Leu-enképhaline pourrait 
être une alternative intéressante de par sa présence de façon endogène dans le corps. Par 
contre, elle possède à la fois une dégradation trop rapide et une lipophilicité trop faible.
Le programme de recherche intégrant mon projet de maîtrise s'intéresse à 
l'amélioration du profil pharmacocinétique de la Leu-enképhaline dans l'optique de 
développer un peptidomimétique analgésique pouvant être pris par voie orale. Le but de 
mon projet consiste à caractériser de façon pharmacologique tous les composés 
analogues de la Leu-enképhaline synthétisés. De par les effets entraînés par l'activation de 
DOPr par la Leu-enképhaline, celle-ci a été classifiée comme étant un agoniste complet. 
Afin de valider cette fonction pour les composés synthétisés et identifier de potentiels 
agonistes partiels, la caractérisation de ces composés est beaucoup plus exhaustive que la 
simple évaluation de l'efficacité de ceux-ci. Ainsi, des essais de liaison par compétition ont 
été effectués pour déterminer l'affinité des composés pour DOPr et, pour certains, 
d'autres essais ont aussi été réalisés pour déterminer leur affinité, cette fois, pour MOPr 
et même KOPr et ainsi évaluer leur sélectivité. Des essais d'inhibition de la contraction du 
MVD ont aussi été réalisés pour évaluer l'efficacité et la puissance des composés à activer 
DOPr. Finalement, pour valider la signalisation issue de l'activation de DOPr, des essais 
d'activation des ERK 1/2 ainsi que des essais d'internalisation ont été effectués puisque la 
Leu-enképhaline induit ces réponses. Ces essais ne garantissent pas l'intégrité du 
caractère agoniste des composés, mais comme les effets évalués ne proviennent pas tous 
de la même voie de signalisation, il peut être envisageable qu'un composé entraînant tous 
ces effets ne soit pas qu'un agoniste partiel.
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3 . A r t ic l e
3 .1  A v a n t -pro po s  d e  l’a r tic le
Exploring Hydrogen Bonding Abilities of Amides in Leu-Enkephalin toward the Delta 
Opioid Receptor
Auteurs de l'article : Rochon, Kristina; Proteau-Gagné, Arnaud; Bourassa, Philippe; Nadon, 
Jean-François; Bournival, Véronique; Guérin, Brigitte; Dory, Yves; Gendron, Louis
Statut de l'article : Soumis 
Journal of Medicinal Chemistry
Avant-propos :
En rédigeant cet article, nous voulions rassembler les deux grandes parties du projet : 
la chimie et la pharmacologie. Étant la seule étudiante dans le volet de la pharmacologie 
ayant travaillé à temps plein sur les séries de composés présentées dans l'article, j'ai 
effectué la caractérisation de chaque composé présenté ; essais de liaison par 
compétition, essais d'inhibition de la contraction du MVD, essais d'internalisation et essais 
d'activation des ERK 1/2. J'ai préparé toutes les figures qui concernent cette partie et j'ai 
participé à l'écriture des sections « Matériel et Méthodes », « Résultats » ainsi que 
« Discussion ». Arnaud Proteau-Gagné, étudiant au doctorat en chimie sur ce projet, est 
co-premier auteur avec moi puisqu'il a participé à la conception des séries ester et 
/V-méthyl amide présentes dans cet article et il a synthétisé quelques-uns des composés.
3.2 RÉSUMÉ DE L’ARTICLE
Des analogues de la Leu-enképhaline dont chaque lien peptidique a systématiquement 
été remplacé par un lien ester ou un lien A/-méthyl amide ont été synthétisés en utilisant à 
la fois des techniques de chimie organique classique et des techniques de synthèse 
peptidique sur phase solide. Par la suite, leur profil pharmacologique pour DOPr a été 
évalué avec des essais de liaison par compétition, des essais d'activation des ERK 1/2 et 
des essais d'internalisation de DOPr. Nos résultats révèlent que la substitution du dernier 
lien peptidique par un lien ester ou un lien /V-méthyl amide ne modifie pas de façon 
significative l'activité biologique de ces composés comparativement à la Leu-enképhaline 
sans modification. Ces résultats, combinés à d'autres observations suggèrent que ce lien 
peptidique dans la Leu-enképhaline participerait à une liaison hydrogène intra- ou 
intermoléculaire avec DOPr en tant qu'accepteur.
Dans le but d'améliorer davantage le profil pharmacocinétique de la Leu-enképhaline, 
des analogues comportant plus d'une modification ont aussi été synthétisés. Toutefois, 
ces deux analogues ne conservent que partiellement l'affinité de la Leu-enképhaline sur 
DOPr, bien que cette perte d'affinité soit moins importante, voire inexistante pour l'un 
des deux composés, sur MOPr. Fait intéressant, un de ces composés a une stabilité 
nettement supérieure à celle de la Leu-enképhaline et des autres composés évalués.
La meilleure compréhension de l'interaction entre la Leu-enképhaline et DOPr ainsi 
que le développement d'analogues avec un profil pharmacologique amélioré représentent 
un grand pas pour le développement d'analgésiques ciblant DOPr.
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ABSTRACT
L eu-enkephalin  analogs, in  w h ich  the  am ide bonds w ere sequentially  and system atically  
rep laced  either by  ester o r //-m e th y l am ide bonds, w ere prepared using  classical organic 
chem istry  as w ell as so lid  phase  peptide synthesis (SPPS). W e also  synthesized 
L eu-enkephalin  analogs bearing  an  additional m odification, i.e., an £ -a lk en e  in lieu o f  the 
first am ide bond. The pep tidom im etics w ere characterized using com petition  binding, 
E R K 1/2  phosphorylation  and  recep tor internalization assays to  evaluate their 
pharm acological profile over the  de lta  opioid  receptor (D O Pr). The lipophilic ity  (L o g D ^ )  
and  p lasm a stability  o f  the  active analogs w ere also  m easured. O ur resu lts revealed  th a t the 
last am ide  bond  can  be successfu lly  rep laced  by  either an  ester or an  //-m e thy l am ide bond  
w ithou t significantly  decreasing the  b iological activ ity  o f  th e  corresponding analogs w hen  
com pared  to  Leu-enkephalin . T he peptidom im etics w ith  a n  iV-methyl am ide function  
be tw een  residues P he and  L eu  w ere  found to  be m ore lipophilic  and m ore stable than  
L eu-enkephalin . C om pounds bearing  an  is-alkene in lieu o f  th e  first am ide bond  and  either 
an  e s te r  (com pound 9) o r an  //-m e th y l am ide (com pound 10) in  place o f  th e  fourth  am ide 
b o n d  show  reduced  ab ility  to  b ind  D O Pr, a lthough they  have an  ab ility  s im ilar to  
L eu-enkephalin  a t activating D O P r . M ost im portant, com pound 10 d isp layed  a  LogD™  
sim ilar to  tha t o f  m orphine and  a  half-life  o f  m ore th an  60 m inutes in  dilu ted  ra t plasm a. 
F ind ings from  the  p resen t study  reveal that the  hydrogen-bond donor properties o f  the 
fou rth  am ide o f  Leu-enkephalin  are  no t im portan t fo r its  bio logical activ ity  o n  D O Pr. O ur 
resu lts  further support th a t the  system atic replacem ent o f  am ide bonds b y  isosteric  
functions represents an  efficien t w ay  to  study the ro les and contributions o f  am ide bonds in  
ligand-receptor in teractions and  in  the  design  and  synthesis o f  novel drugs.
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IN T R O D U C T IO N
O ur know ledge in  the field  o f  p a in  and  analgesia  has significantly  im proved  over the  past 
decades. T he neuronal netw orks invo lved  in  pa in  processing a re  w ell k now n  and  are am ong 
the best-characterized  pathw ays. T he investigation  o f  th ese  netw orks has led to  the 
identification  o f  new  putative targets to  alleviate pain. D esp ite  th e  d iscovery  o f  novel 
analgesic com pounds for various targets, op io ids are still am ongst the m ost com m only used  
d rags fo r the treatm ent o f  m oderate to  severe pain . A t least th ree  m ajor subtypes o f  op io id  
peptide receptors are  defined, nam ely , M u  (M O Pr), D elta  (D O Pr) and  K appa (K O P r)1. 
In  th e  clin ic, com m only used  opio ids, such  as m orphine and  its analogs, preferentially  
target and  activate M O Pr. The activation  o f  th is  receptor is, how ever, a lso  responsible fo r 
m ost o f  the  side-effects o f  opioids. Several studies suggest tha t targeting  D O Pr m ay  
prov ide a  strategy fo r developing n ew  therap ies to  alleviate chronic pa in  w ithout the usual 
adverse effects o f  narcotics2. B ased  on  these  studies, the hypothesis th a t selective D O Pr 
activation  w ould  lead  to  a  better therapeu tic  profile  is generally  acknow ledged3. A  num ber 
o f  usefu l D O P r agonists have been  synthesized. U nfortunately , the progression  o f  D O P r 
agonists tow ard  hum an  studies w as p reven ted  by the  fac t th a t th e  first generation o f  
sm all m olecules th a t selectively activated  th is  receptor p roduced  non-le thal convulsions 
in  rodents and  nonhum an prim ates4. Peptides, w hich  are  ostensib ly  devoid  o f  th is  
unw anted  effect5, could  represent a  be tter alternative to  developing selective D O Pr 
com pounds. D espite  its poor selectiv ity  (1 to  5 x) fo r D O Pr over M O Pr, Leu-enkephalin  
(T yr-G ly-G ly-Phe-L eu) is considered to  be  an  endogenous ligand  fo r th is receptor6. 
H ow ever, m ain ly  because o f  its pep tid ic  nature , the  usefu lness o f  Leu-enkephalin  as a  
d ragab le  com pound has encountered serious obstacles. B ecause o f  the ir am ide bonds, 
enkephalins are rap id ly  m etabolized b y  pep tidases (half-life ~  2  m inutes)7 and  are unable to  
cross the  b lood-brain  barrier (B B B ) to  reach  the  opioid  receptors located  in  the central 
nervous system , i.e., the  receptors p lay ing  a  m ajor role in  analgesia1®.
In  endogenous bioactive peptides, the  am ide acts principally  as a  peptide chain  
holder. The am ide bond is also frequen tly  involved in  im portan t in teractions as an  H -bond 
donor o r acceptor (o r both). The natu re  o f  these  in teractions can be  in tram olecular (to 
stab ilize an  active conform ation) o r  in term olecular (to p rom ote  b ind ing  w ith  the receptor).
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In  m edicinal chem istry , am ide bonds can be rep laced  w ith  isosteric functions to  1) pro tect 
peptides from  pro teo lysis, 2) increase peptide rig id ity  to  favor the b ioactive conform ation 
and 3) increase the lipophilicity  o f  peptides. The exploitation o f  isosteric functions 
therefore represen ts an  alternative to  generating analogs featuring enhanced 
pharm acokinetic p rofiles8.
W e previously  reported  the effects o f  the system atic replacem ent o f  am ide bonds in 
L eu-enkephalin  w ith  £ -a lkenes9. This strategy allow ed us to  dem onstrate that the sole 
replacem ent o f  the first am ide bond  by  an  £ -a lkene  d id  no t affect the b io logical activ ity  o f  
Leu-enkephalin9. T herefore, the first am ide bond o f  enkephalins does no t appear to  be 
involved in  either in tram olecular or in term olecular interactions w ith  D O Pr, w hereas the 
three subsequent am ide bonds are m ost probably  involved. W e now  in tend  to  extend our 
study to  o ther am ide surrogates, nam ely , ester and  JV-methyl am ide functions tha t can  be 
considered isosteric (i.e., having  sim ilar physical and/or chem ical properties) to  the am ide 
bond. The existing synthetic  analogs o f  L eu-enkephalins can be classified according to  the 
w ay  that they  are obtained. These synthetic  m ethods are m ostly  lim ited  to  the follow ing 
four classes: 1) m od ifica tion  o f  the side chains in  Tyr, G ly, Phe and L eu10, 2) inversion o f  
the a  chiral centers (e.g ., D A D L E )11, 3) rig id ification  o f  the enkephalin  backbone 
through side chain -to -ta il12 or side chain-to-side chain  cyclization (e.g ., D P D P E )13 and 
4) in troduction o f  constra ined  turn  m im etics w ith in  the  m ain  chain14. B y com parison, few  
investigations have been  devoted to  the four peptide bonds. It is likely th a t m ost am ides are 
involved either in  b ind ing  to the recep tor o r in  stabilizing the active conform er o f  
Leu-enkephalin  via hydrogen  bonding. To our know ledge, system atic exploration  o f  these 
im portant bonds has been  achieved th rice, w ith  th ioesters15, 4-im idazolid inones16 and 
alkenes9. A ll o f  the  o ther replacem ents o f  am ides have only been  partial. Som e
17 1ft
replacem ents involve A -m ethyl am ides , triazoles and tetrazoles (via c lick  chem istry) ,
1 û 7H 71 77
sulfonam ides , phosphonam idates , ketom ethylenes and retro-inverso am ides .
Figure 1. Illustration o f  the possible H-bonds.
Possible hydrogen bonds in  am ide, ester and iV-methyl am ide functions are illustrated  (red 
arrows). A s opposed to  the am ide, the ester and the JV-methyl am ide are unab le  to  in teract 
as a  hydrogen-bond donor, although they  have the  potential to  accept a  hydrogen  bond.
B ecause the A -m ethyl am ide and ester functions have  the po ten tia l to  act as 
hydrogen-bond acceptors and no t as hydrogen-bond donors (Figure l ) 8, they  can  be 
in troduced in  peptides to  m im ic som e properties o f  the am ide bond and  to  study the  ro les o f  
am ide bonds in receptor b inding and activity. In th is study, w e sequentially  and 
system atically  replaced all o f  the am ide bonds o f  Leu-enkephalin  w ith  e ither an  ester o r an 
iV-methyl am ide. The Leu-enkephalin  analogs w ere then  exam ined w ith  respect to  D O Pr 
affinity, induction o f  extracellu lar signal-regulated  kinase 1 and 2 (ER K 1/2) 
phosphorylation, and  D O Pr-in tem alization. The ability  o f  the m odified  bonds to  p ro tec t the 
synthesized analogs against degradation in  p lasm a and to increase their lipophilicity  w as 
also assessed by  m easuring their half-life in  d ilu ted  rat p lasm a and their L o g D ^  values.
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R E SU L T S A N D  D ISC U SSIO N
Leu-enkephalin is considered an endogenous agonist for DOPr. However, like most 
peptides, Leu-enkephalin has a poor pharmacokinetic profile (i.e., short half-life and high 
hydrophilicity), which significantly hampers its usefulness as a drugable compound. 
A significant amount of work has been conducted to better understand the role of each 
amino acid in the biological activity of enkephalins. Because of their strong hydrophilic 
nature and their sensitivity to protease degradation, targeting amide bonds represents 
another strategy to improve the pharmacokinetic profile of Leu-enkephalin and to better 
understand the implications of these bonds in intra- and intermolecular interactions. 
As we have previously shown, the systematic and sequential replacement of amide bonds 
in Leu-enkephalin with isosteric functions can help in understanding their contributions to 
the biological activity of Leu-enkephalin at DOPr9. In a continuous effort to assign the 
biological role of individual amide bonds in Leu-enkephalin and to increase the stability 
and the lipophilicity of this peptide, we have sequentially replaced all amide bonds first by 
an ester and then by an N-methyl amide function. These functions were selected because 
they are known to be isosteric to the amide bond and because they can participate in 
hydrogen bonds as hydrogen-bond acceptors8.
Chemistry
W e have synthesized and thoroughly  tested  10 Leu-enkephalin  analogs (F igure 2). 
F ive o f  these analogs (1-4, 9) con ta in  an ester bond in p lace o f  an  am ide bond. The 
abbreviations used to  describe these  analogs are based on the nam es o f  the  corresponding 
hydroxyl acid  replacing the am ino acid, Glc: G lycolic acid (G lycine), Pla: Phenyl 
lactic  acid (Phenylalanine), H ie: H ydroxy isocaproic acid (Leucine). The replacem ent 
o f  an  am ide bond w ith  an  ester (depsipeptides) has occasionally  led  to  m ore stable 
com pounds23. Furtherm ore, few  natural cyclic depsipeptides24 have anticancer 
(e.g ., R hom idepsin/FK -22825), antibacterial, anti-inflam m atory o r antiviral 
(e.g ., V alinom ycin26) properties. A lthough less com m on, linear depsipeptides, such as 
D olasta tin  15, an anti-cancer drug27, are also  b iologically  active.
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T he o ther five analogs (5 -8 ,1 0 )  con ta in  an  //-m ethy l am ide function in  p lace o f  an  am ide,
tya
no ted  w ith  - / /M e -  betw een the tw o  am ino acids or Sar: Sarcosine (//-m ethy l G lycine) . 
T he substitu tion o f  the norm al secondary  am ides o f  Leu-enkephalin  by  /'/-m ethyl am ide 
functions m ay reveal a num ber o f  positive  effects. These m ore substitu ted  am ides can  adopt 
cis conform ations29, w hich are ex trem ely  rare in secondary  peptide bonds (F igure 1). 
For exam ple, all know n crystal structures o f  Leu-enkephalin  have all o f  their am ides in  a  
trans conform ation30. T hus, these m odified  peptides p rov ide  an easy  w ay to explore 
additional m odes o f  binding to  D O Pr. A m ong other benefits, increased selectivity  tow ard  
recep to r subtypes31, enhanced potency32 and increased perm eability  are also observed, the 
la tte r being a  partial consequence o f  N H  m asking in  the  am ide linkage. Im portantly , 
//-m ethy la ted  peptides have a  tendency  to cross the  b lood  brain barrier m ore easily  
th an  their non-m ethylated paren ts33. In  the opioid field, the  replacem ent o f  an am ide w ith  
an  //-m e th y l am ide has a lready  p roved  to  be a  valuable  strategy to  m odify  and 
im prove peptide stability34. T he //-m ethy l am ide bond-contain ing  peptidom im etics 
D A M M E  (FK  33-824) and T A PS b o th  have better resistance to  peptidases w hen com pared 
to  endogenous opioid pep tides35. A m ong the opioid pep tides contain ing an  //-m e th y l 
am ide, D A M G O , a  h ighly selective M O P r agonist, is by  far one o f  the  m ost w idely  used 
pharm acological tools.
A nalogs 9 and 10 each  contain , in  addition to the  ester or //-m e th y l m odification, 
d ipep tide  surrogates that have been  nam ed  Tyr/ATly9. T h is isostere corresponds to  the 
d ipep tide  Tyr-G ly, in  w hich  the am ide has been replaced by  an  E -alkene m oiety  p rev iously  
show n  to retain  the b iological activ ity  o f  Leu-enkephalin9.
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Figure 2. Chemical structures of compounds 1-10.
S ynthesis
For analogs 1-4 and 9, a  protected  depsipeptide w as first synthesized and subsequently  
used in  solid-phase peptide synthesis (SPPS). The iVMe series o f  com pounds 5 to  7 w ere 
synthesized from  com m ercial substrates in  SPPS. C om pounds 8 and 10 w ere synthesized 
using a  liquid  strategy.
Starting from  the am ino acid, the  corresponding alcool o f  phenylalanine and leucine, 11 
and 12, w ere synthesized36. The carboxylic acid  w as then  protected  in  a  benzyl ester37, 
producing 13 and 14 in  overall y ields ranging from  39 to  66%  (Schem e 1).
Scheme 1. Synthesis of benzyl esters 13 and 14.
I  NaNO^ H2O 5  BnBr, Et3N j  
H s N ^ C O ^  h2so 4 ” H O ^ C 0 2H AcMe * H 0 ^ C 0 2Bn
-10°C reflux
R -C H ^ h  41% 11 95% 13
R -B u  80% 12 83% 14
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F o r  a l l  f o u r  p r o t e c t e d  d e p s i p e p t i d e s ,  t h e  e s t e r  b o n d  w a s  c r e a t e d  b e t w e e n  a  B o c  p r o t e c t e d  
a m i n o  a c i d  1 5 - 1 7  a n d  a n  a l c o o l  1 3 , 1 4  a n d  1 8 ,  i n  y i e l d s  r a n g i n g  f r o m  9 1 %  t o  q u a n t i t a t i v e 3 8 . 
H y d r o g e n o l y s i s  o f  b e n z y l  e s t e r s  1 9 ,  2 1  a n d  2 2  p r o d u c e d  t h e  r e l a t e d  c a r b o x y l i c  a c i d s  2 3 - 2 5
■JO
i n  y i e l d s  r a n g i n g  f r o m  8 7  t o  9 9 %  ( S c h e m e  2 )  . W i t h o u t  f u r t h e r  m o d i f i c a t i o n s ,  p r o t e c t e d  
d e p s i p e p t i d e  2 3  w a s  u s e d  i n  t h e  S P P S  o f  a n a l o g  1 .
S c h e m e  2 .  S y n t h e s i s  o f  d e p s i p e p t i d e s  2 0 , 2 3 - 2 5 .
BOCHN C02H * HO CO jBn
DIC.DMAP I 1
B o c H N -S rV 0028"
O r 2
H^Pd/C
EtOAc.rt
Î 1
BocHN'Y ' 0
O
R, -  CH2PhOfBu 
18
r2- h
18
100% 1» 87% 23
R i-H
18
r2- h
18
91% 20
R1 * H 
16
r 2 ■ Chy’h
13
100% 21 94% 24
R, -  CHjPh 
17
R2 » Bu 
14
100% 22 99% 26
CO2H
r 2
C l e a v a g e  o f  t h e  B o c  p r o t e c t i n g  g r o u p  o f  2 4  a n d  2 5  w i t h  T F A  a n d  s u b s e q u e n t  i n t r o d u c t i o n  
o f  a n  F m o c  p r o t e c t i n g  g r o u p  p r o d u c e d  2 6  a n d  2 7  i n  y i e l d s  r a n g i n g  f r o m  7 5 %  t o  
q u a n t i t a t i v e  ( S c h e m e  3 ) 9 .
S c h e m e  3 .  S y n t h e s i s  o f  d e p s i p e p t i d e s  2 6  a n d  2 7 .
R11) TFA, 
Ck ^C 02H CH2C»2,rt
BocHN
o  r2
2) Fmoc-CI, 
NaHC03, 
THF, H2O, rt
FmocHNA ^ O ^ C O zH 
O R2
Ri -  H 24
R2 = CH2Ph
R1 « CHj[Ph 25 
R2 = /Bu
100%
7 5 %
26
27
T h e  B o c  p r o t e c t i n g  g r o u p  o f  c o m p o u n d  2 0  w a s  c l e a v e d  w i t h  T F A ,  a n d  t h e  a m i n e  o b t a i n e d  
w a s  c o u p l e d  t o  a  t y r o s i n e  P f p  e s t e r 3 9  t o  g e n e r a t e  2 8 .  H y d r o g e n o l y s i s  o f  t h e  b e n z y l  e s t e r  
p r o d u c e d  2 9  i n  a n  o v e r a l l  y i e l d  o f  7 7 %  ( S c h e m e  4 ) .
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S c h e m e  4 .  S y n t h e s i s  o f  d e p s i p e p t i d e  2 9 .  
fBuO.
BooGly-Glc-OBn 
20
2 ) K2CO3
AcMe, it BocHN 
Boc-Tyr(OfBu)-OPfp 
81%
fBuO
H 0  28
95% I H2, Pd/C 
» EtOAc, it
O 29
BocHN CO2H
W i t h  a l l  o f  t h e  p r o t e c t e d  d e p s i p e p t i d e s  ( 2 3 ,  2 6 ,  2 7  a n d  2 9 )  i n  h a n d ,  t h e  S P P S  o f  t h e  
d e s i r e d  e n k e p h a l i n  a n a l o g s  w a s  c o n d u c t e d .  F m o c - L e u  a n d  2 7  w e r e  c o u p l e d  t o  W a n g  
r e s i n .  T h e  s t a n d a r d  F m o c  m e t h o d o l o g y  p r o c e d u r e s  w e r e  u s e d  w i t h  F m o c - P h e ,  F m o c - G l y ,  
F m o c - T y r ( f B u ) ,  2 3 ,  2 6  a n d  2 9  t o  y i e l d  L e u - e n k e p h a l i n  a n a l o g s  1 - 7  a n d  9  ( S c h e m e  5 ) .  
A f t e r  S P P S ,  a l l  p e p t i d e s  w e r e  p u r i f i e d  o n  p r e p a r a t i v e  r e v e r s e  p h a s e - H P L C  ( R P - H P L C ) ,  a n d  
a l l  f r a c t i o n s  o v e r  9 5 %  i n  p u r i t y  w e r e  c o m b i n e d .
S c h e m e  5 .  S o l i d  p h a s e  s y n t h e s i s  o f  e n k e p h a l i n  a n a l o g s  1 - 7 ,  9 .
Wang reain® -
a)b)
; Fmoc-Lau-®-
IBu
Fmoc-Tÿr-Gly-Gfy-AM*Phe-Leu-9
c )»H
7 Tyr-Gly-Gly-NMe-Pha-Lau
FmooGly-Gly-Phn-PIc - ®  - 
c)d)*
c)d)
e)d)
c)d)t
Fmoc-AIMa-Pha-Lau-® Fmoc-Gly-Pt»-Lau—®
c)d)* c)d)t
Fmoc-Gly-AMa-Pha-4au-® FmooGly-Gty-Pla-Ldu-®
c)dH e)d)*
Fmoc-Gty-Gly-NMe-Phe-Leu-® Fmoc-Tyr-Giy-Gty-Ptu-Leu-® 
c)d)t *)•)♦
3 Tyr-OJy-QlyPla-Luu
— Fmoc-Phe4.au—®
c)d)+
Fmoc-S»r-Phe4eu—®  
c)dM
Fmoc-Gly-8ar-Pha-l.au-®
(Bu «) d>*
Fmoc-Tyr-Oly-Saf-Phe-Leii-®
c
•  Tyr-Gty-Sar-Phe-Leu
Fmoc-Phe-Hic-® ■
c)d)*
Fmoc-Gly-Pha-Hie-®
(Bu c > a > * (Bu e)d)+
Fmoc-Tyr-Giy-G(y-Phe-Filc-® Boe-iyr//Gly-Gly.Phe+*c-® 
c) a)* a)*
4 Tyr-Oly-Oly-Pha-Hic « Tyr//Gly-Oly-Phe-Hic
a)b) Wang raain®
c)d )
Fmoc-Sar-Gly-Pha-Leu-®
(Bu «XM
Ffnoc-Tyr-8ar-Gly-Phe4eu-®
0) •)♦
S Tyr-Sar-Gly-Phe-Ceu
Fmoc-Gly-G(cPhe4au-® 
(Bu
Fmoc-Tyr-Gly-Glc-Phe-Leu-®
c )e )i
2 Tyr-Gly-Glc-Pt»a-Lau
Fmoo-Gly-Phe-Lau-® 
(Bu c) d)*
Boc-Tyr-Glo-Gly-Phe4eu-® 
a)»
1 Tyr-Glc-Qly-Pha-Lau
Reaction  conditions
a) Fmoc-aa; Pyr, 2.8dezCl: OMF.
b) Bz-CI; Pyr; OMF. c) Pip / OMF (1:1). 
d) proUctad aa (3aq); HATU (3aq);
NMM (Oaq); OMF. 
a) TFA/TIPS/HgO (38:1:1)._______
S t a r t i n g  f r o m  1 5 ,  t h e  p r o t e c t e d  t r i p e p t i d e  3 2  w a s  o b t a i n e d  u s i n g  t w o  G l y - O M e  
c o u p l i n g s 4 0  a n d  t w o  s u b s e q u e n t  h y d r o l y s e s  o f  t h e  r e s u l t i n g  m e t h y l  e s t e r s  ( 3 0  a n d  3 1 ) .  
E s t é r i f i c a t i o n  o f  c o m m e r c i a l  a m i n o  a c i d  3 3  p r o d u c e d  3 4 ,  w h i c h  w a s  c o u p l e d  t o  B o c - P h e  1 7  
u s i n g  H A T U  t o  y i e l d  3 5 .  C l e a v a g e  o f  t h e  B o c  p r o t e c t i o n  o f  3 5  g a v e  d i p e p t i d e  3 6 ,  
w h i c h  w a s  t h e n  c o u p l e d  w i t h  3 2 .  H y d r o l y s i s  o f  t h e  m e t h y l  e s t e r  a n d  c o n s e c u t i v e  f B u  
c l e a v a g e  w i t h  T F A  p r o d u c e d  t h e  e n k e p h a l i n  a n a l o g  8  ( S c h e m e  6 ) .  T h e  c r u d e  p e p t i d e  w a s
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purified  on  preparative RP-H PLC , and all fractions over 95%  in purity  w ere com bined. 
The Tyr//G ly  dipeptide surrogate w as synthesized using  o u r previously  reported  kinetic  
deconjugation m ethod41. This m ethod enabled us to  obtain  gram  quantities o f  com pound
38. The Pfp ester o f  38 w as synthesized and coupled w ith  glycine to  ob tain  pep tide  40. 
Previously  synthetized  peptide 36 w as coupled to  40 using  H A TU  as the coupling  agent. 
H ydrolysis o f  the m ethyl ester and consecutive /B u cleavage w ith  T FA  produced 
enkephalin  analog 10. T he crude peptide w as purified  on  preparative R P-H PL C , and  all 
fractions over 95%  in purity  w ere com bined.
Schem e 6. Synthesis o f  analogs 8 and  10.
100%
98%
Boc-Tyr(/Bu)-OH 15 
H-Gly-OMe,
DIC, HOBt,
CH2Cl2,rt 
Boc-Tyr(/Bu)-Gly-OMe 30
1) UOH, THF, H2O, rt
2) H-Gly-OMe,
DIC, HOBt,
CH2CI2, rt
Boc-Tyr(/Bu)-Gly-Gly-OMe 31 
24% | LiOH, THF, H2O, rt 
Boc-Tyr(fl3u)-Gly-Gly-OH 32
H-A/Me-Leu-OH 33 
100% SOCb, MeOH, rt
H-AMe-Leu-OMe 34 
Boc-Phe-OH 17, 
83% HATU, DIPEA 
CH2CI2, rt
Boc-Phe-NMe-Leu-OMe 35
\ TFA, CH2CI2, rt
H-Phe-NMe-Leu-OMe 36
Boc-Tyr(ffiu)//Gly-OH 38
Pfp-OH, DIC, 
EtOAc, rt100%
Boc-Tyr(/Bu)//Gly-OP1p 39
8 7 % I H-Gly-OH, K2CO3, 
Acetone, H2O. rt
Boc-Tyr(/Bu)//Gly-Gly-OH 40
26% T HATU, DIPEA, CH2CI2, rt 
Boc-Tyr(/Bu)-Gly-Gly-Phe-A/Me-Leu-OMe 37
I 1) ÜOH, THF, HzO, rt 
I  2) TFA, TIPS, CH^fc, rt
8 Tyr-Gly-Gly-Phe-NMe-Leu
34% I HATU, DIPEA, CH^fc, rt 
Boc-Tyr(ffiu)//Gly-Gly-Phe-A/Me-Leu-OMe 41
, n<w I 1) UOH, THF, H2 0 , rt zuw 12) TFA T|ps CH2C(2 rt
10 Tyr//Gly-Gly-Phe-A/Me-Leu
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Binding properties and activity at DOPr
In order to evaluate the ability of each compound to bind DOPr, we performed 
competitive binding assays using GH3/DOPr cell membrane preparations. As shown 
in Figure 3, Leu-enkephalin and compounds 1 to 10 inhibited the binding of 1 nM of 
[3H]-deltorphin II on DOPr in a concentration-dependent manner. Although 
Leu-enkephalin was found to have a stronger affinity than compounds 1, 2, 5, 6  and 7 for 
DOPr, replacing the fourth amide bond either by an ester bond (Figure 3A; compound 4) 
or an /V-methyl amide bond (Figure 3B; compound 8 ) gave rise to peptidomimetics with 
similar affinities to Leu-enkephalin. Replacing the third amide bond of Leu-enkephalin by 
an ester also retained most of the affinity for DOPr (Figure 3A; compound 3). Compounds 
9 and 10, which respectively bear an f-alkene in lieu of the first amide bond and either an 
ester or an /V-methyl amide in place of the fourth amide bond, show reduced ability to 
bind DOPr. Although these modifications retained a high affinity for DOPr when 
independently used in our peptidomimetics, their combination in a single compound 
significantly affected their binding properties (Table 1). Because Leu-enkephalin also binds 
MOPr with strong affinity, we performed competitive binding assays with [3H]-DAMGO for 
compounds 9 and 10. Using rat brain membrane preparations, we found that compounds 
9 and 10 bind MOPr with affinities of 24 ± 6  nM and 160 ± 33 nM, respectively.
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Figure 3. Binding properties of Leu-enkephalin and compounds 1 to 10 on DOPr.
Competitive binding assays were performed to determine the affinity of compounds 
bearing an ester (compounds 1 to 4 and 9) or an A/-methyl amide bond (compounds 5 to 8  
and 10). Unmodified Leu-enkephalin was used for comparison purposes. Increasing doses 
of each compound were used to inhibit the binding of [3H]-deltorphin II (1 nM) to 
GH3/DOPr cell membrane extracts. The effective concentration of each compound to 
inhibit 50 % of the [aH]-deltorphin II binding (IC50) was determined and used to calculate 
the corresponding K, (Table 1). Each experiment was performed three times in triplicate, 
and data are expressed as the mean +/- S.E.M. Note that the same Leu-enkephalin curve 
was used in both panels A and B.
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Table 1. Affinities of Leu-enkephalin and compounds 1 to 10 on DOPr
O H
C02 Compound Kj  (nM)
amide amide amide amide Leu-enk 6.3 ±0.9
COO amide amide amide 1 150 ±40
amide COO amide amide 2 303 ±130
amide amide COO amide 3 34 ± 17
amide amide amide COO 4 11.9 ±3.9
CONMe amide amide amide 5 1190 ±255
amide CONMe amide amide 6 >5000
amide amide CONMe amide 7 533 ± 143
amide amide amide CONMe 8 12.6 ±5
alkene amide amide COO 9 160 ±58
alkene amide amide CONMe 10 393 ±120
The binding affinity (K,) of each compound was determined by its ability to inhibit the 
binding of [3H]-deltorphin II (competitive binding), a selective DOPr agonist, to GH3/DOPr 
cell membrane extracts. Kt values are the m eans +/- S .E .M . o f  three separate experim ents 
each perform ed in  triplicate.
The activation of DOPr by an agonist induces rapid and transient phosphorylation of 
extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2). As previously described, 
phosphorylation of ERK1/2 can be used as an indicator of the ability of a compound to 
behave as an agonist9. Because the maximal effect of Leu-enkephalin appeared 5 min 
after stimulation (Figure 4B), the effects of compounds 1-10 were evaluated after 5 min of 
stimulation, with concentrations ranging from 10‘9 to 10'5 M. We found that for five 
compounds (Figure 4A; compounds 1, 3, 4, 9 and 10) the lowest concentration that 
produced phosphorylation of ERK1/2 was 10'7 M, which is similar to Leu-enkephalin 
(Figure 4B). Compounds 7 and 8 required a concentration of 10‘6 M, whereas for 
compounds 2, 5 and 6, the phosphorylation of ERK1/2 was only visible when the 
compounds were used at 10 5 M. In accordance with our results, others observed that
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compounds 5 and 6 lack activity in the mouse vas deferens assay42. Although they have 
reduced affinity for DOPr, compounds 9 and 10, in which we have combined two 
modifications, were found here to behave in a similar manner to Leu-enkephalin, i.e., they 
induced phosphorylation of ERK1/2 with comparable efficacy to Leu-enkephalin.
A
0  10"* 10"* 1 0 * 10"* 10T*M 0  1 0 *  1 0 *  1 0 *  1 0 *  1 0 *  M
Leu-enkephalin Leu-enkephalin
Figure 4. Leu-enkephalin and compounds 1 to 10 activate ERK1/2.
Follow ing agonist stim ulation of DOPr, ERK1/2 proteins are rapidly and transiently 
phosphorylated (activated). (A) Western blot of ERK1/2 phosphorylation (pERKl and 
pERK2) after 5 min of stimulation of DRGFll/DOPr-GFP cells with increasing 
concentrations (10 9 to 1 0 5 M) of each compound. (B) Western blot of phosphorylated 
ERK1/2 after time-dependent stimulation with Leu-enkephalin 10 |iM  (left panel). 
Concentration-dependent activation of ERK1/2 (right panel).
M ost D O Pr agonists induce a  rapid in ternalization o f  the receptor. W e have recently  
reported that the in ternalization o f  a  fluorescent chim eric D O Pr (D O Pr-G FP) in  transfected  
DRGF11 cells can be used  to  screen for active com pounds9. W e therefore decided  to 
m easure the ability  o f  com pounds 4, 8, 9  and 10 to induce internalization o f  D O Pr-G FP. 
A t 1 pM , Leu-enkephalin  produced a  robust in ternalization o f  D O Pr v isib le as soon as 5 
m in  (not show n) fo llow ing its application. A s shown in  F igure 5, the in ternalization  is 
alm ost com plete after 30 m in, as revealed by the loss o f  fluorescence labeling  at the
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m em brane and by  the accum ulation o f  vesicle-like puncta  in  the cy toplasm  o f  the cells. 
A t 1 pM , com pounds 4, 8 , 9 and 10 also induced  D O Pr in ternalization (F igure 5A). 
The level o f  in ternalization induced by  these com pounds w as sim ilar to  the level observed 
w ith  L eu-enkephalin  a t the sam e concentration. Therefore, although they  have  K\ values 
approxim ately  60-fold  higher than L eu-enkephalin , com pounds 9 and 10 activate the 
signaling cascades o f  D O Pr com parably to  Leu-enkephalin .
Compound 9
Figure 5. Leu-enkephalin and compounds 4 , 8 , 9  and 10 induce DOPr internalization.
Stimulation of DOPr w ith an  agonist rapidly induces its internalization. M icrographs w ere 
taken  before (control) and 30 m in  after treatm ent o f  D R G F 11/D O Pr-G FP cells w ith  1 pM  
o f  Leu-enkephalin  o r com pound 4, 8, 9 or 10. A ll com pounds induced robust 
in ternalization o f  D O Pr. Indeed, w hile the m em brane labeling is decreased, fluorescent 
vesicle-like structures are clearly  visible inside the  cells stim ulated  w ith  the agonists.
Hydrophobicity and plasma stability
B ecause our underly ing goal is to  obtain  analogs o f  Leu-enkephalin  that are able to  cross 
the BB B, w e assessed  the lipophilicity  o f  the synthesized analogs by  m easuring  som e o f  
their physicochem ical properties (Table 2). T he L ogD 7.4 values and reten tion  tim es w ere 
m easured for Leu-enkephalin , Tyr//G ly-G ly-Phe-Leu, com pounds 4, 8, 9 , 10 and m orphine. 
The cLogP and the topological po lar surface area (tPSA ) w ere also calcu lated  for these 
com pounds. For m orphine and Leu-enkephalin , w e obtained  LogÜ 7.4 values o f  -0 .160 and 
-0.886, respectively. These values are sim ilar to  those previously  reported  by  others for 
m orphine (LogÜ 7 4 =  -0.0743) and L eu-enkephalin  (LogD 7 07 =  -0 .84544). The experim ental 
L ogD 7 4 and calculated  cLogP values show  sim ilarities, although  the com pounds containing
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an 2s-alkene m odification  displayed m uch low er LogD 7.4 than  the cLogP. O ur experim ental 
data show  an  increased LogD 7 4 for each isostere, indicating tha t our m ethod  is a  valid  w ay 
to  obtain  analogs w ith  increased hydrophobicity . O f  all o f  the  m odifications, the  A -m ethyl 
am ide led  to  com pounds possessing the h ighest experim ental lipophilicity . In  com pounds 9 
and 10, the LogD 7.4 variations for each substitu tions w ere additive, as pred icted  by 
theoretical calculations. The H PLC reten tion  tim e o f  a  com pound can be used  to estim ate 
its lipophilic nature; how ever, using our H PLC  m ethod, the retention tim es w ere no t alw ays 
in  line w ith  the  experim ental L ogD 7 4. A  com parison  o f  com pounds 9 and 10 w ith  m orphine 
(a  know n opiate that can  penetrate the CN S) revealed  sim ilar L ogD 7.4 values. H ow ever, our 
com pounds displayed h igh tPSA  values, w hereas CN S acting drugs usually  exh ib it sm aller 
values45. N evertheless, there are som e linear derm orphin  analogs w ith  tPSA s o f  -1 6 0  Â2 
that produced  antinociceptive effects after system ic adm inistration46.
Table 2. M easured and calculated  physicochem ical properties.
Com pound rRa (m in) LogD  7 .4b cLogPc tP S A  (Al)c
Leu-enkephalin 8.44 -0.886 ± 0 .0 3 0 -0.851 199.95
Tyr//G ly-G ly-Phe-Leu 8.91 -0.481 ± 0 .0 0 1 0.008 170.85
4 9.93 -0.400 ± 0 .0 1 9 -0.523 197.15
8 9.23 -0.363 ±  0.004 -0.230 191.16
9 10.38 -0.073 ± 0 .0 1 1 0.336 168.05
10 9.47 -0.021 ±  0.005 0.640 162.06
M orphine 1.22 -0 .160 ± 0 .0 0 5 0.571 52.93
detention time: RP-HPLC was performed using an Agilent Eclipse Plus C-18 column, 
50 mm x 3.0 mm, 1,8 pm. Solvent A, 0.1 % TFA in water; solvent B, 0.1 % TFA in 
acetonitrile; 2-98 % B in A over 20 min; flow rate: 0.4 mL/min. bPartition coefficient 
measured using the shake-flask method with PBS pH = 7.4. Calculated using 
ChemBioDraw 12.0, tPSA: topological polar surface area.
As previously stated, replacing an amide bond with an ester or an /V-methyl amide 
function has the potential to decrease peptide sensitivity toward protease-mediated 
degradation. We therefore assessed the stability of Leu-enkephalin and active compounds 
4, 8, 9 and 10 in rat plasma diluted in an equal volume of saline. We used diluted
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plasma to decrease the rate of degradation of Leu-enkephalin. As expected, 
Leu-enkephalin was rapidly degraded (Figure 6). The LCMS analysis revealed that the 
major degradation products of Leu-enkephalin, i.e., Gly-Gly-Phe-Leu and Phe-Leu, 
appeared after 5 and 10 minutes of incubation in rat plasma, respectively (Table 3). These 
fragments are also generated in vivo following cleavage of the first and third amide bonds 
by aminopeptidase N and enkephalinase7. Replacing the fourth amide bond with an 
/V-methyl amide function (compound 8) significantly increased the half-life of this 
peptidomimetic, possibly by increasing the stability of the third amide bond (Figure 6 and 
Table 3). By contrast, introducing an ester in lieu of the fourth amide bond (compound 4) 
had no significant effect on the half-life of this analog in diluted rat plasma when 
compared to Leu-enkephalin (Figure 6). In fact, the ester replacement might even increase 
the sensitivity to proteolysis, because the Tyr-Gly-Gly-Phe fragment was also present in 
the LCMS analysis soon after incubation in plasma (Table 3), suggesting that the fourth 
amide bond of Leu-enkephalin is less sensitive to degradation than its ester analog. 
Supporting this observation, we found that the half-life of compound 9 was not 
significantly different than Leu-enkephalin. By contrast, compound 10 appeared to be very 
stable, because this peptidomimetic displayed a half-life of more than 60 minutes in 
diluted rat plasma (Figure 6 and Table 3). Note that the sole replacement of the first 
amide bond with an f-alkene is sufficient to greatly increase the half-life of this analog, 
although it appeared to be less stable than compound 10 (Figure 6 and Table 3). 
These results indicate that modifying both the first and the fourth amide bonds protects 
Leu-enkephalin against degradation, at least in rat plasma. Although compound 10 had 
lower affinity for DOPr, its increased half-life might prolong its exposure time and 
therefore increase the efficacy of this analog as compared to Leu-enkephalin.
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Figure 6. A nalogs containing £ -a lk en e  and/or A -m ethyl replacing an  am ide bond  are m ore
stable than  Leu-enkephalin.
Leu-enkephalin , T yr//G ly-G ly-Phe-L eu and com pounds 4, 8, 9 , and 10 w ere incubated  in  
dilu ted  rat p lasm a fo r 0 to  60 m in. T he am ount o f  in tact peptide/analog  w as then  
determ ined by  H PLC and expressed  as the percentage o f  control. Experim ents w ere 
perform ed in  triplicate. E rro r bars represen t the standard error o f  the m ean  (S.E .M .).
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Table 3. Plasma stability of enkephalin and its analogs
Compound Half-life3 95% Degradation Products1
(time for first appearance)(min) Confidence Interval
Leu-enkephalin 4.6 [4.3-5.1] Gly-Gly-Phe-Leu (5 min) 
Phe-Leu (10 min)
Tyr//Gly-Gly-Phe-
Leu
>60 n/d Tyr//Gly-Gly-Phe (20 min)
4 3.3 [3.0-3.9] Gly-Gly-Phe-OLeu (5 min) 
Phe-OLeu (5 min) 
Tyr-Gly-Gly-Phe (5 min) 
Gly-Gly-Phe (20 min)
8 10.7 [8.7-12.7] Gly-Gly-Phe-NMeLeu (5 min) 
Phe-NMeLeu (20 min)
9 3.2 [2.8-3.6J Tyr//Gly-Gly-Phe (5 min)
10 >60 n/d Tyr//Gly-Gly-Phe (20 min)
aH alf-life: The stability  o f  each  com pound w as determ ined using an  A gilen t 1100 series 
Sym m etry C-18 H PLC  colum n, 150 m m  x  4.6 m m , 5 pm , heated at 30°C, flow  1.2 m L/m in, 
start w ith  0.1 %  T FA  in w ater then  0 to  75 %  acetonitrile in  20 m in, U V  detec tion  at 
223 nra. bD egradation products: D egradation products in  d ilu ted  rat p lasm a w ere identified 
by LC M S analysis.
Bioactive conformation
The developm ent o f  novel selective D O Pr agonists benefits from  our know ledge o f  the 
three-dim ensional conform ation  adopted by  an active peptide. V arious crysta l structures o f  
Leu-enkephalin  have been resolved to  determ ine its active structure. T he fact that both 
extended conform ation m olecules that form ed antiparallel (3-pleated sheet structures and 
various types o f  p-turns w ere observed revealed that L eu-enkephalin  is a  flexible 
pentapeptide capable o f  assum ing num erous shapes in  solution, all o f  w h ich  are  stabilized 
by intra- and in term olecular hydrogen bonds . T he three-d im ensional structures o f  
Leu-enkephalin  resolved by  X -rays are no t necessarily  active a t D O Pr, because they  only 
represent the peptide stabilized by itself, rather than  w ith  the receptor. C yclic  peptides w ith 
enhanced activity  have in  fact revealed that stabilizing L eu-enkephalin  in to  a  given
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conform ation increased its ability  to  b ind and to  activate D O Pr47. The recen t crysta llization  
o f  D O Pr in  association w ith  an antagonist48 revealed a b inding  site com patib le w ith  a  p -tu m  
conform ation o f  L eu-enkephalin . It is therefore likely  tha t linear peptides m ay have to  
adopt a  p -tu m  conform ation  stabilized by  one o r m ultip le in tram olecular hydrogen  bonds in  
order to  activate D O Pr (Figure 7). H ow ever, w e have prev iously  show n that rep lacing  the 
first am ide bond  by an  £ -a lkene9 produced an  active analog  o f  Leu-enkephalin  in  w hich  a  
hydrogen bond betw een am ides 1 and 3 is not possible.
Conclusion
In the current study, w e dem onstrated that the fourth  am ide o f  Leu-enkephalin  can  be 
replaced by either an ester or an  JV-methyl am ide bond, tw o functions w ith  hydrogen-bond 
acceptor bu t no hydrogen-bond donor properties, w ithou t significantly  affecting  the 
biological activ ity  o f  the analogs w hen com pared to  Leu-enkephalin . T aken  together w ith  
our previous observations show ing tha t the rep lacem ent o f  the  fourth  am ide bond  by  an 
£-alkene  im paired  the b inding and the biological activity  o f  the analog9, these findings 
reveal that the hydrogen-bond acceptor properties o f  the  fourth  am ide o f  L eu-enkephalin  
are im portant for its biological activity  on  D O Pr. B y contrast, a lthough the 
physicochem ical properties o f  com pounds 9 and 10, w hich  com bine the E-alkene function  
o f  analog Tyr//G ly-G ly-Phe-Leu and the hydrogen-bond acceptor functions o f  com pounds 
4 and 8, have significantly  low er affinities on D O Pr w hen com pared to  L eu-enkephalin . 
These observations led us to  conclude that com pounds 9 and 10 adopt a  slightly  d ifferent 
three-dim ensional structure, w hich is energetically  d isfavored, in  regard to  their in teraction 
w ith  D O Pr. O ur results further support that system atic replacem ent o f  am ide bonds by 
isosteric functions represents an  efficient w ay to  study th e ir roles and contributions in 
ligand-receptor in teractions and possib ly  in  the design and synthesis o f  novel drugs.
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Figure 7. Schem atic representation  o f  possib le p -tum  conform ations o f  L eu-enkephalin .
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EX PER IM EN T A L SEC TIO N
Chemistry
The full experimental details and characterization of synthetic intermediates and final 
products can be found in the "Supplementary material" section.
Cell Culture
GH3 cells (a som atom am m otroph tum or cell line) stably expressing the m ouse D O Pr 
(G H 3/D O Pr) and  D R G F 11 cells (a  fusion  p roduct o f  cells o f  m ouse neuroblastom a cell line 
N 18TG -2 w ith  em bryonic rat dorsal-root ganglion neurons) stably expressing green 
fluorescent p ro te in  (G FP)-tagged D O P r (D R G F 11/D O Pr-G FP) w ere grow n at 37°C  in  
D M EM  supplem ented w ith  10 %  fetal bovine serum  and 50 m g/L  o f  gentam icin  in  a  
hum idified a tm osphere o f  95 % air and  5 %  C 0 29.
DOPr-induced ERK1/2 activation
The D R G F 1 1/D O Pr-G FP cells w ere stim ulated  for 5 m in  w ith  increasing concentrations 
(10’9 to  10'5 M ) o f  the  different com pounds. The stim ulation w as term inated by  aspiration 
o f  the culture m ed ia  and by the addition  o f  ice-cold  H ank’s buffered saline (H BS) (130 m M  
N aC l, 3.5 m M  KC1, 1.8 m M  CaC l2, 0.5 m M  M gC l2, 2.5 m M  N a H C 0 3, 5 m M  H EPES and 
0.5 m M  EG TA ). T he cells w ere then  stab ilized  w ith  ice-cold  HBS containing 2 m M  
N a3VC>4, 0.1 pM  staurosporine and  com plete protease inhibitors (R oche D iagnostics, 
Indianapolis, IN , U SA ) for 10 m in. C ell lysis w as perform ed using a  50 m M  H E PES 
pH  7.8 so lu tion  containing 1 % T riton  X -100, 2 m M  N a3V 0 4 , 0.1 p M  staurosporine and 
com plete pro tease inhibitors (Roche D iagnostics). Cell lysates w ere centrifuged for 10 m in  
at 13,500g and 4°C . The supernatants w ere  saved  and stored at -20°C  until use. P ro tein  
extracts (15 p g  p e r sam ple) w ere reso lved  w ith  a  10 %  SD S-polyacrylam ide gel and 
transferred on  polyvinylidene fluoride m em branes. The m em branes w ere then  b locked for 
1 h  using  a  T ris-buffered  saline w ith  0.05 %  T w een 20 (TB S-T) contain ing 1 %  gelatin. 
A fter b locking , the  m em branes w ere incubated  for 2 h  a t room  tem perature w ith  
an ti-phosphoE R K l/2  o r an ti-E R K l/2  rabbit antibodies (both  1:1000; Cell Signaling 
Technology, D anvers, M A , USA ). The m em branes w ere w ashed  three tim es w ith  TB S-T
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and incubated  fo r 1 h  at room  tem perature w ith  horseradish peroxidase-conjugated  
an ti-rabbit an tibody (1:2000; G E H ealthcare L ife Sciences, Piscataw ay, N J , U SA ). P rotein  
detection  w as perform ed using an enhanced  chem ilum inescence detection kit 
(A m ersham ™  E C L ™  W estern B lotting D etection  R eagents from  G E H ealthcare Life 
Sciences).
Competitive binding assays
W e evaluated  the  affin ity  o f  the d ifferent com pounds for D O Pr w ith  G H 3/D O Pr 
m em brane extracts. Cells were harvested  in  a  phosphate-buffered saline (PB S) so lu tion  and 
obtained by  centrifugation. The resulting  pelle ts w ere resuspended in  a 10 m M  potassium  
phosphate  bu ffer pH  7.2 (buffer A ) and centrifuged  for 10 m in  at 40,000g. T he cell pellets 
w ere resuspended  in  buffer A  and left on  ice for 20 m in. The cells w ere then  centrifuged 
three tim es a t 800g for 5 m in , the supernatants w ere saved, and the pellets w ere 
resuspended  in  bu ffer A . The supernatants w ere pooled  together and cen trifuged  for 10 m in  
at 40 ,000g. The resulting  pellet w as finally  resuspended  in  buffer A  supplem ented w ith
0.32 M  sucrose and  5 m M  ED TA  and stored a t -80°C  until use. The p ro te in  concentration 
w as determ ined  w ith  B io-R ad D C ™  Pro tein  A ssay reagents (B io-R ad Laboratories, 
M ississauga, ON , Canada).
T he affin ities o f  com pounds 9 and  10 on  M O P r w ere evaluated using ra t b rain  m em brane 
preparations. Sprague-D aw ley rats w ere euthanized, and brains w ere rap id ly  rem oved and 
put in  15 m L  o f  ice-cold  50 m M  Tris buffer pH  7.4 contain ing com plete p ro tease inhibitors 
(buffer C). The brains w ere then  hom ogenized  using a  polytron (K inem atica, Inc., 
B ohem ia, N Y , U SA ) and centrifuged for 15 m in at 26,000g. The supernatant w as 
discarded, and the  pellet w as w ashed by  resuspension  in  buffer C and  centrifuged  for 
15 m in  at 26 ,000g. The supernatant w as d iscarded, and the pellet w as resuspended  in  
buffer C  con tain ing  0.32 M  sucrose. P rotein  concentrations w ere determ ined using  B io-R ad 
D C ™  P ro te in  A ssay  reagents (B io-R ad Laboratories) and stored  at -80°C.
[3H ]-D elto rph in  II (specific activity: 44.2 C i/m m ol; PerkinElm er, W altham , M A , U SA ) 
and [ H ]-D A M G O  (specific activity: 53.4 C i/m m ol; PerkinElm er) w ere used during 
the com petitive b inding  assays to selectively target D O P r and M O Pr, respectively.
68
T he experim ents w ere perform ed using  a  m em brane concentration o f  100 pg  o f  protein /m L  
for th e  cell m em brane extracts o r 400 pg  o f  pro tein /m L  for the rat b rain  m em brane 
preparation. A  radiolabeled ligand concentration  near the  Kq, p rev iously  obtained 
in  saturation  binding assays (~  1 nM ), w as used  for both  [3H ]-D eltorphin  II and 
[3H ]-D A M G O , and nonspecific binding w as determ ined using 10 p M  o f  the 
non-rad ioactive ligand. Experim ents w ere conducted  w ith  T ris buffer so lu tion  pH  7.4 in 
5 m L  polypropylene tubes for a  final volum e o f  0.5 m L. The com plete p ro tease inhibitors 
w ere used for the experim ents on  rat b rain  m em brane preparation. Incubations w ere 
perfo rm ed  fo r 60 m in  at 37°C fo r the experim ents on  cell m em brane ex tracts and for 
30 m in  at 25°C  for the experim ents on  ra t brain m em brane preparation. The reactions w ere 
stopped  by filtration using  ice-cold assay buffer on  a  W hatm an GF/C filter (G E  H ealthcare 
L ife Sciences). F ilters w ere p laced  in  vials contain ing  8 m L  o f  R eady G el scin tillation  
cock tail (B eckm an C oulter Canada, Inc., M ississauga, ON , Canada), and the rad ioactiv ity  
w as determ ined using a  B eckm an C oulter L S-6500 scin tillation  counter (B eckm an C oulter 
C anada, Inc.). D ata  w ere analyzed using  a  nonlinear fitting  analysis, and K\ values w ere 
calculated  from  the IC 50 determ ination using the C heng-P ruso ff equation49.
DOPr internalization assay
U sing  35 m m  glass bottom  dishes (M atT ek C orporation, A shland, M A , U SA ), 
D R G F 11/D O Pr-G FP cells w ere grow n fo r 2-3 days in  D M EM  supplem ented w ith  10 %  
fetal bovine serum . P rio r to  the assay, the  cu lture m edia  w as replaced by  E arle ’s buffer 
(140 m M  N aC l, 5 m M  KC1, 1.8 m M  C aC l2, 0.9 m M  M gC l2, 25 m M  H E PE S, 0.2 %  B SA  
and 0 .09 %  G lucose). F o r each d ish , 3 d ifferen t cells w ere chosen and observed  w ith  an 
1X81 O lym pus m icroscope (O lym pus A m erica, C enter V alley , PA, U SA ) equipped  w ith  a 
CSU -X 1 confocal scanner unit (Y okogaw a E lectric  C orporation, N ew nan, G eorgia, U SA ) 
and a  ProScan II m otorized  stage system  (Prior scientific, Rockland, M A , U SA ). Before 
cell stim ulation  w ith 1 pM  o f  each com pound, 3 m in  o f  baseline recording w ere perform ed. 
The im ages w ere obtained using  a  60x  objective and a  Q uantEM :512SC  cam era 
(Photom etries, Tucson, A Z , U SA ) at room  tem perature a t intervals o f  25 sec fo r 30 m in.
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Log D 7 . 4  determination
The determination of the distribution coefficient (LogD) was performed using a modified 
version of the shake-flask method. Before the experiment, octanol and phosphate 
buffer (PBS pH 7.4) were mixed together for 24 h to allow saturation of each solution. 
The mixture was allowed to rest, and the phases were separated and used as solvents in 
the coefficient measurement. The experiment was performed at room temperature using 
triplicates for each measurement. Each peptide (0.1 mg) was placed in a vial to which 
saturated PBS (1 mL) and octanol (0.5 mL) were added. The vial was then shaken 
mechanically for 10 min. The mixture was allowed to rest for 30 min or until phase 
separation was completed. Aliquots of both phases were taken and injected in an HPLC 
(10 pL of each aliquot was injected in an Agilent 1100 series HPLC, column: Agilent Eclipse 
Plus C-18 column, 50 mm x 3.0 mm, 1.8 pm; solvent A, 0.1 % TFA in water; solvent B 0.1 % 
TFA in acetonitrile; 2-98 % B in A over 20 min; flow rate : 0,4 mL/min; UV detection at 
214 nm). The retention time of each peptide was already known from the HPLC purity 
analysis of each peptide. The octanol peak did not interfere with the experiment. The area 
under the curve (AUC) of the corresponding peak was integrated for each phase injected. 
The LogD for each peptide was calculated as follows: LogD7.4 = logio(AUC octanol phase /  
AUC PBS phase).
Plasma stability
Plasma was prepared from two male Sprague-Dawley rats (300-350 g; Charles River 
Laboratories, St-Constant, Quebec, Canada). All animal procedures were approved 
by the Ethical Committee for Animal Care and Experimentation of the Université de 
Sherbrooke (protocol #234-10) and were performed according to the regulations of the 
Canadian Council on Animal Care (CCAC). Briefly, rats were anesthetized with isoflurane 
(3% isoflurane with 97% medical air) and exsanguinated using an 18G-1 % needle 
connected to a 10 mL syringe. The blood was rapidly transferred to an EDTA-containing 
tube and centrifuged at 1600g for 15 minutes at 4°C. The plasma was then stored at -80°C 
in 750 p i aliquots until use. The stability of Leu-enkephalin and its analogs was
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determined using a modified procedure of a previously published protocol50. In order to 
decrease the peptide degradation and to allow comparisons between Leu-enkephalin and 
its analogs, the experiments were performed in plasma diluted to 50% with saline. 
Nondiluted plasma (25 pL) was incubated at 37°C for 15 minutes before the addition 
of the peptide solution (25 pL). All peptide solutions consisted of a 100 pM dilution 
of peptide in isotonic sodium chloride (0.9 % w/v). After addition of the peptide, the 
solution was vortexed. The 8 aliquots were incubated at 37°C, and degradation was 
stopped at 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 and 60 min by the addition of methanol (100 pL). 
The resulting solutions were centrifuged at 13000 rpm for 15 min at 4°C. To 155 pL of the 
supernatant was added 5 pL of internal standard. The internal standard solution consisted 
of 500 pM Fmoc-Leucine in methanol. Degradations were performed in triplicate, and the 
resulting solutions were analyzed by HPLC (40 pL of solution was injected in an Agilent 
1100 series HPLC, column: Symmetry Ci8 5 pm 4.6x150 mm, heated at 30°C, flow
1.2 mL/min, start with 0.1 % TFA in water then 0 to 75 % acetonitrile in 20 min, 
UV detection at 223 nm). A blank sample at the same dilution but containing no peptide 
was injected to identify background peaks due to plasma. A standard solution at the same 
dilution but containing no plasma was injected to ensure that no peptides were lost in the 
plasma precipitate. The percentage of non-degraded peptide was calculated by 
determining the ratio between the area under the curve (AUC) of Fmoc-Leucine and the 
AUC of the tested peptide. For all points, the means of the ratios for the triplicates 
were calculated, and the mean of the 0 min triplicate was fixed at 100 % peptide 
remaining. The AUC of the 0 min triplicate and the standard solution (no plasma) in all 
cases were not significantly different. For analysis of the appearance of peptide 
fragments, the same solutions were injected in an LCMS with the following method: 20 pL 
of solution were injected in an Waters Alliance/Waters micromass ZQ. LCMS, column: 
X terra MS Ci8 3.5 pM 2.1x50 mm, flow 1 mL/min, 0 to 50 % acetonitrile in 8 min, mass 
detection between 150 and 700.
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3  A  MATÉRIEL SUPPLÉMENTAIRE DE L'ARTICLE
Lors de la rédaction d'un article avec une composante chimique, il est nécessaire 
de joindre les résultats d'essais de caractérisation chimique à l'article afin d'authentifier 
les composés publiés. Ces essais ne sont pas insérés dans l'article comme les essais 
de caractérisation pharmacologique ou physico-chimique puisqu'ils ne sont utilisés que 
pour confirmer l'identité du composé synthétisé. Par contre, ces informations peuvent 
être intéressantes pour les chimistes qui voudraient synthétiser l'un de ces composés 
puisqu'elles permettent de valider la composition et la structure du composé obtenu 
plus rapidement.
Ces essais sont réalisés sur les produits finaux, mais aussi sur les produits 
intermédiaires afin de valider chaque étape de synthèse chimique réalisée. Ainsi, des 
spectres infrarouges sont effectués pour vérifier les groupements fonctionnels présents ; 
des spectres de masse, pour vérifier la masse exacte du composé et des spectres de 
résonance magnétique de proton (1H) et de carbone 13 (13C), pour vérifier la signature 
de ceux-ci. Un [a]D est aussi effectués pour mesurer la pureté chirale du composé. 
Combinés, les résultats de ces essais permettent de confirmer la structure exacte du 
composé synthétisé.
Ces résultats sont présentés à l'Annexe 1.
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4 . M a t é r ie l  e t  m é t h o d e s  ( h o r s  a r t ic l e )
4 .1  Essai d ' in h ib it io n  de la c o n tr a c tio n  de la  vas deferens  de souris
Les souris étaient anesthésiées à l'isoflurane et euthanasiées par une dislocation 
cervicale. Les vas deferens étaient ensuite prélevées et le liquide séminal était éjecté. 
Les tissus étaient installés dans les bains avec une solution de Krebs modifiées (mM) : 
NaCI 119.3, KCI 4.7, CaCI2 2.5, KH2P04 1.2, NaHC03 25 et D-Glucose 11.1, gazéifiés avec 
95% 0 2 et 5% C02 et maintenus à 34°C. Des contractions longitudinales étaient mesurées 
de façon isométrique à une tension constante de 0.5 g avec un transducteur de force 
FT03, amplifiées par un transducteur-amplificateur compact PU T et affichées sur un 
système d'acquisition dash 4u (Grass Technologies, Astro-Med, Inc., Brossard, QC, 
Canada). Les trains de stimulations électriques étaient générés avec un stimulateur double 
sorties avec impulsion carrée de Grass Technolgies S88X (Astro-Med, Inc.) à l'aide 
d'électrodes universelles de platine en serpentin (Radnoti, LLC, Monrovia, CA, USA). 
Ces trains consistaient en 6 impulsions de 20 V durant 1 ms séparées par 9 ms et répétés 
tous les 20 s. 100 pL du ligand à tester étaient ajoutés dans les bains de 10 mL pour 
obtenir des concentrations finales de 1 0 11 à 10'5 M. Après 5 min d'enregistrement, la 
préparation était lavée deux fois avec de la solution physiologique fraîche. À titre de 
contrôle, la leu-enképhaline était ajoutée à une concentration finale de 10'5 M. Les 
données étaient analysées en traçant une courbe de tendance non-linéaire appropriée et 
la concentration nécessaire pour produire une inhibition de 50% ( E C 5 0 )  de la contraction 
était déterminée.
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4 .2  Essais de  lia is o n  pa r  c o m p é t it io n  sur  h o m o g é n a t  de  cerveau  d e  r a t
Les essais de liaison par compétition ont été réalisés sur homogénats de cerveaux de 
rats afin de déterminer l'affinité des composés sur les trois types de récepteurs 
opioïdergiques. Des rats Sprague-Dawley étaient euthanasiés et le cerveau était 
rapidement extrait et mis dans 15 mL de tampon Tris 50 mM pH 7.4 froid contenant des 
inhibiteurs de protéases (tampon A). Le cerveau était ensuite homogénéisé avec un 
polytron (Kinematica, Inc., Bohemia, NY, USA) et centrifugé 15 min à 26 000 g. 
Le surnageant était retiré, le culot resuspendu dans du tampon A et centrifugé à nouveau 
15 min à 26 000 g. Le surnageant était retiré et le culot resuspendu cette fois dans du 
tampon A contenant 0,32 M de sucrose. La concentration protéique était déterminée avec 
les réactifs BioRad DC (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) et les échantillons 
étaient conservés à -80°C. Une concentration membranaire de 500 pg de protéines/mL 
était utilisée pour les expérimentations sur DOPr, 400 pg de protéines/mL pour celles sur 
MOPr et 600 pg de protéines/mL pour celles sur KOPr. Le jour de l'expérience, les 
échantillons étaient dégelés sur glace, centrifugés 15 min à 26 000 g et le culot était 
resuspendu dans 20 mL de tampon A. Les membranes étaient ensuite ajoutées dans des 
tubes de polypropylène de 5 mL (volume final de 0,5 mL) contenant 1 nM de radioligand 
(soit [3H]-Deltorphine II pour DOPr, [3H]-DAMGO pour MOPr ou [3H]-U-69,593 pour KOPr) 
et le composé à tester de 1 0 11 M à 10'5 M. Les liaisons non-spécifiques étaient 
déterminées par l'ajout de 10 pM du ligand non radioactif. Après 30 min d'incubation à 
25°C, la réaction était arrêtée par la filtration du contenu des tubes avec du tampon Tris 
50 mM pH 7.4 froid ( 3 x 2  mL) sur un filtre Whatman GF/C (GE Healthcare Life Sciences, 
Piscataway, NJ, USA). Les filtres étaient placés dans des vials contenant 8 mL de liquide à 
scintillation Ready Gel (Beckman Coulter Canada, Inc., Mississauga, ON, Canada) et la 
radioactivité était déterminée avec un compteur à scintillation Beckman Coulter LS-6500 
(Beckman Coulter Canada, Inc.).
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Les données obtenues lors des expérimentations étaient ensuite analysées avec une 
courbe de tendance non linéaire permettant de déterminer la concentration nécessaire 
pour déplacer 50% du radioligand (IC50), montrée à la figure 16, et ainsi l'affinité réelle M ,  
calculée selon l'équation de Cheng-Prusoff (Cheng and Prusoff, 1973) :
IC50K  ------------ ---------------
1 [radioligand]
1+ --------------------K
^ radioligand
100 -
80 -
?«§ 60 - 
s  .
40 -.3
*
20 -
■8 so -7-11 -10 -9 •6 -5
Log [composé évalué] (M)
F ig u r e  1 6  : Co u r be  t h é o r iq u e  d e  d épla c e m en t  d 'u n  lig a n d  r a d io a c t if
Courbe de tendance réprésentant le pourcentation de liaison d'un radioligand en fonction 
du logarithme de la concentration du composé évalué. La concentraction inhibant 50% de 
la liaison du radioligand est calculée de cette courbe.
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5 . R é s u l t a t s  ( h o r s  a r t ic l e )
5.1  Composés analogues de l a  Leu-enképhaline
5 .1 .1  Composés analogues de l a  Leu-enképhaline à  une m o d ifica tio n
5.1.1.1  A f f in ité  de c e rta in s  composés p o u r DOPr
L'affinité des composés pour DOPr a été mesurée avec des essais de liaison par 
compétition sur des membranes cellulaires de cellules GH3/DOPr. Une fois que la 
concentration du composé nécessaire pour déplacer 50% de la deltorphine II tritiée 
utilisée a été déterminée (i.e. son affinité apparente), la formule de Cheng-Prusoff 
(Cheng and Prusoff, 1973) a été utilisée pour calculer son affinité réelle.
Tableau 1 : Affinité de certains composés pour DOPr. L'affinité (Ki) de la 
Leu-enképhaline, à gauche, et des composés de la série thioamide et de la série 
triazole a été déterminée par leur capacité de déplacer de la [3H]-deltorphine II 
(liaison compétitive) d'un extrait membranaire de cellules GH3/DOPr. Les valeurs de K-, 
sont les moyennes ± S.E.M. de trois essais effectués chacun en triplicata. * Essais réalisés 
par les stagiaires Alexandre Osborne et Mélissa Roy, sous ma supervision.
L'affinité de la Leu-enképhaline pour DOPr est de 6,3 ± 0,9 nM. Chaque composé de la 
série ayant une modification thioamide conserve une assez bonne affinité. En effet,
T h io a m id eA m id e Triazole
1,5 ± 0,4 
47 ± 1 7 *
9,2 ± 1,9*
l'affinité la plus faible est celle de la* modification en Xi et est de 70 ± 4 nM. Le composé 
ayant la meilleure affinité est celui ayant la modification en X2 et dépasse même
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légèrement l'affinité de la Leu-enképhaline avec un K, de 1,5 ± 0,4 nM. Finalement, 
l'affinité des composés ayant un thioamide en X3 et X4 est respectivement de 47 ± 17 nM 
et 9,2 ± 1,9 nM. Pour ce qui est de la série avec une modification triazole, quant à elle, 
tous les composés ont une affinité bien inférieure à celle de la Leu-enképhaline. 
Le composé ayant une modification en X4 conserve la meilleure affinité de la série 
avec un K, de 100 ± 6  nM. Il y a ensuite X3, Xx et X2 avec respectivement une affinité de 
460 ± 260 nM, 1700 ± 750 nM et 4300 ± 1000 nM.
5.1.1.2 Puissance des composés p o u r DOPr
La capacité des composés à activer DOPr a été caractérisée suivant deux méthodes : 
l'essai d'activation des ERK1/2 et l'essai d'inhibition de la contraction du MVD. Le 
premier essai permet d'évaluer de façon qualitative la concentration minimale d'un 
composé nécessaire pour obtenir une phosphorylation des ERK1/2 et le second essai 
permet de déterminer la concentration nécessaire d'un composé pour inhiber 50% de 
la contraction (EC50).
5.1.1.2.1 Puissance se lo n  des essais d 'a c tiv a tio n  des ER K 1/2
L'évaluation de l'état de phosphorylation des ERK1/2 a été effectuée à la suite 
de 5 minutes de stimulation avec des concentrations allant de 10'9 à 10'5 M pour 
chaque composé.
F ig u r e  1 7  : A c t iv a t io n  des E R K l /2  p a r  c er ta in s  composés à  u n e  m o d if ic a t io n
État de phosphorylation des ERKl/2 5 minutes suivant la stimulation des cellules 
DRGFll/DOPr-GFP par différentes concentrations (10~9 à 10'5 M) de Leu-enképhaline, à 
gauche, et des composés de la série thioamide et de la série triazole. Représentatif de 
4 expérimentations. * Essais réalisés par les stagiaires Alexandre Osborne et Mélissa Roy 
sous ma supervision.
La concentration la plus faible de Leu-enképhaline entraînant une phosphorylation des 
ERKl/2 est de 10'7 M, tout comme les composés avec un thioamide entre la tyrosine et la 
glycine et entre la phénylalanine et la leucine. Une concentration de 10'6 M est nécessaire 
pour les composés ayant un thioamide entre la glycine et la phénylalanine et un triazole 
entre la phénylalanine et la leucine alors que la phosphorylation des ERKl/2 n'est visible 
qu'à 10~5 M pour le composé avec un triazole entre la glycine et la phénylalanine. 
Le composé avec un triazole entre les deux glycines n'active pas la phosphorylation des 
ERKl/2 même à une concentration de 10'5 M alors que le composé ayant plutôt un 
thioamide à cet endroit l'active à une concentration aussi faible que 10'8 M.
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5.1.1.2.2 P uissance  selon  des  essais d ' in h ib it io n  de  la  c o n tr a c tio n  d u  MVD
L'inhibition de la contraction du MVD a été évaluée en utilisant des concentrations de 
1 0 11 à 10 5 M pour chaque composé. La capacité de la Leu-enképhaline 10~5 M à inhiber 
les contractions était considérée comme la réponse maximale du tissu.
* + *  V f*  Vff1*  * » * *
JC^VCïli l a a n i H m
F ig u r e  1 8  : T racé de  c o n tr a c tio n s  d 'u n  MVD
Tracé typique de contractions de MVD induites par les trains électriques. Chaque ligne 
représente un train de 6  impulsions et les flèches représentent l'ajout de composé.
Sur le tracé il est possible d'observer l'inhibition des contractions induite par l'ajout de 
la Leu-enképhaline à 10"5 M. À la suite de plusieurs lavages destinés à éliminer la 
Leu-enképhaline du milieu, une concentration croissante de composé à évaluer est 
ajoutée. Un début d'inhibition de contraction peut être observé à la suite de l'ajout 
de 10'8 M et cette inhibition augmente jusqu'à l'ajout final d'une concentration de 10 s M.
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h3n
Alcène 
EC,,, (n M )
A m id e /V -methy l  am id e  
EC,,, (nM )
T h io a m id e  
EC,,, (n M )
Tr iazo leEster 
EC,,, (nM )
> 1 0  0 0 0  > 1 0 0 0 0  > 1 0  0 0 0  7 5  ± 2 2
8300±1000 290 ±24 2300*370 3300 ±610
1800  ± 180  140 ± 5  35 ± 14 190  ±  15
Tableau 2: Puissance des différents composés pour DOPr. La puissance (EC50) de la 
Leu-enképhaline, à gauche, et des composés des séries à une modification a été 
déterminée par leur capacité d'inhiber une contraction induite d'un MVD. Les valeurs des 
EC50 sont les moyennes ± S.E.M. de trois différents essais.
La puissance de la Leu-enképhaline est de 74 ± 1,3 nM. Dans la série ayant une 
modification alcène, seule cette modification en Xi possède une puissance semblable, soit 
83 ± 13 nM. La perte de puissance des autres composés de cette série est très importante 
avec un E C 5o de 1800 ± 180 nM pour la modification en X4, 8300 ± 1000 nM en X3 et 
> 10 000 nM en X2. La perte de puissance de la série avec une modification ester est moins 
importante, bien que la modification en X2 entraîne une fois de plus un E C 5 0  au-delà des 
10 000 nM. Ainsi, la puissance du composé avec une modification en X4 est de 140 ± 5 nM, 
de 290 ± 24 nM en X3 et de 540 ± 11 nM en Xi. Dans la série de composés ayant une 
modification /V-méthyl amide, le composé ayant la modification en X4 a une puissance 
légèrement supérieure à celle de la Leu-enképhaline, soit 35 ± 14 nM. Les autres 
composés n'ont par contre que peu d'activité sur les contractions de MVD. Ainsi, cette 
modification apporte une puissance de 2300 ± 370 nM en X3 et > 10 000 nM en Xi et X2. 
Dans la série ayant une modification thioamide, il n’y a, encore une fois, qu'un composé 
ayant une puissance semblable à celle de la Leu-enképhaline. Il s'agit du composé ayant la 
modification en X2 qui a un E C 50 de 75 ± 22 nM. Celui ayant la modification en X4 demeure 
intéressant, avec un E C 50 de 190 ± 15 nM, alors que celui des deux autres composés est
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plutôt faible, 2100 ± 740 nM pour Xi et 3300 ± 610 nM pour X3. Finalement, pour la 
série de composés ayant une modification triazole, seule la modification en X4 a une 
puissance inférieure à 10 000 nM, bien que celle-ci soit à 1600 ± 1000 nM et bien plus 
faible que la Leu-enképhaline.
5.1.2 Com posés  analo gues  de  la  Leu -e n k é p h a lin e  à  d e u x  m o d if ic a t io n s
À la suite de la synthèse et de la caractérisation des différentes séries de composés 
précédemment présentées, il était possible de déterminer les modifications conservant le 
plus possible la puissance de la Leu-enképhaline face à DOPr. Plusieurs composés ont été 
synthétisés regroupant deux de ces modifications prometteuses dont les structures sont 
schématisées à la Figure 15. L'affinité et la puissance de ces composés ont été 
caractérisées tel que décrit précédemment aux sections 5.1.1.1 et 5.1.1.2.
160 ± 58x 1900 ± 220
390 ±120* 1400 ±490
25 ± 6 * 520 ± 130
14 ± 3* 400 ±81
2,5 ± 0,7* 360 ± 63
Tableau 3 : Affinité et puissance des différents composés à deux modifications pour 
DOPr. L'affinité (Kj) de la Leu-enképhaline, en haut, et des composés avec une double 
modification a été déterminée par leur capacité de déplacer de la [3H]-deltorphine II 
(liaison compétitive) d'un extrait membranaire de cellules GH3/DOPr. La puissance (EC50) 
des mêmes composés a été déterminée par leur capacité d'inhiber 50% de la contraction 
induite du MVD. Les valeurs de K-, sont les moyennes ± S.E.M. de trois essais effectués 
chacun en triplicata et les valeurs des EC50 sont les moyennes ± S.E.M. de trois différents 
essais.x Valeurs de l'article. * Essais réalisés par les stagiaires Alexandre Osborne et 
Jean-Nicolas Charron sous ma supervision.
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L'affinité et la puissance de la Leu-enképhaline, tel que mentionné précédemment, 
sont respectivement de 6,3 ± 0,9 nM et 74 ± 1 nM. Seul le composé avec les deux 
thioamides a une affinité similaire, soit de 2,5 ± 0,7 nM, mais sa puissance, quant à 
elle, est nettement inférieure à celle de la Leu-enképhaline, soit de 360 ± 63 nM. 
Cette différence entre l'affinité et la puissance est aussi observée avec les deux autres 
composés ayant un thioamide en X2, que la deuxième modification soit l'alcène en Xi, 
K, de 25 ± 6  nM et EC5ode 520 ± 130 nM, ou un A/-méthyl amide en X4, K, de 14 ± 3 nM et 
EC50de 400 ± 81 nM. Les deux derniers composés possèdent un alcène en Xi et un ester, 
K, de 160 ± 58 nM et ECsode 1900 ± 220 nM, ou un A/-méthyl amide, K, de 390 ± 120 nM et 
EC50 de 1400 ± 490 nM, en X4.
OH
C02
pERKl
pERK2
pERKl
pERK2
Leu-enképhal ine
F ig ur e  19 : A c t iv a t io n  des ER K l/2 p a r  c er ta in s  composés  à  d eu x
MODIFICATIONS
État de phosphorylation des ERKl/2 5 minutes suivant la stimulation des cellules 
DRGFll/DOPr-GFP par différentes concentrations (10'9 à 1 0 5 M) de Leu-enképhaline, 
en haut, et des composés avec une double modification. Représentatif de 
4 expérimentations. * Essais réalisés par les stagiaires Alexandre Osborne, Mélissa Roy et 
Jean-Nicolas Charron sous ma supervision.
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Tout comme la Leu-enképhaline, la concentration la plus faible entraînant une 
phosphorylation des ERKl/2 pour le composé avec un thioamide en X2 et un N-méthyl est 
de 10 7 M alors que celle pour le composé avec un alcène en Xi et un thioamide en X2 ainsi 
que celui avec les deux thioamides est plutôt de 10"8 M.
5.1.3 Effic a c ité  d e  c er ta in s  composés p o u r  DOPr
Suivant les essais d'inhibition de la contraction du MVD, des graphiques du 
pourcentation d'inhibition de la contraction en fonction du logarithme de la concentration 
étaient produits afin de déterminer avec précision les EC50 présents dans les tableaux 2 et 
3. Outre la puissance de chaque composé, ces graphiques nous renseignent sur l'efficacité 
des composés évalués.
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Graphique du pourcentage d'inhibition de la contraction du MVD en fonction du 
logarithme de la concentration de certains composés évalués. Le spectre de la 
Leu-enképhaline est identifié avec un trait plus épais. Les spectres représentent la 
moyenne de trois essais avec le S.E.M. identifié par les barres d'erreurs.
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Lors du calcul du pourcentation d'inhibition de la contraction du MVD, la réponse de la 
Leu-enképhaline à une concentration de 10' 5 M est utilisée à titre de 100 %. Le spectre de 
certains composés dépasse le 100 %, allant même jusqu'à 140 % pour celui avec un 
A/-méthyl amide en X4, mais aucun composé n'a une efficacité significativement 
supérieure à celle de la Leu-enképhaline. Les spectres des composés ayant un EC50 
de plus de 500 nM n'ont pas été présentés puisqu'un plateau est nécessaire pour 
évaluer l'efficacité.
5.2  Com posés  cycliques
En collaboration avec le Pr David Perrin du UBC Vancouver, il a aussi été possible 
d'ajouter un volet cyclique au projet. La cyclisation d'un analogue de la Leu-enképhaline 
peut avoir plusieurs avantages. En effet, c'est une excellente façon de rendre plus 
lipophile le composé et de le protéger des peptidases. De cette façon on attaque donc de 
front les deux plus grandes limitations qui empêchent la Leu-enképhaline d'être un bon 
médicament. Dans le composé cyclique qu'un étudiant du Pr Perrin a synthétisé, deux 
centres chiraux sont présents, ayant pour effet la synthèse de 4 énantiomères plutôt que 
d'un seul composé.
5 .2 .1  A f f in it é  e t  puissance  des composés cycliques
Tout comme les composés analogues de la Leu-enképhaline, la puissance et l'affinité 
des composés cycliques ont été testés en essais d'inhibition de la contraction du MVD 
ainsi qu'en essais de liaison par compétition. Par contre, les essais de liaison ont été 
effectués sur homogénat de cerveau de rat plutôt que sur membranes cellulaires afin de 
nous permettre d'évaluer leur sélectivité.
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HO
HN
HN
NH OH
± 2,5 1800 ± 980 >5000 13 4 3
6147 : >5600 . >5000
>5000 >5000 >5000 >10 000
H fW M f f f f iB  >5000 ;>S000' . *1000 - . >10000
Tableau 4 : Affinité et puissance des 4 énantiomères cycliques. L'image représente la 
DD-enképhaline avec les deux centres chiraux numérotés en rouge (le 1 correspondant au 
center chiral inscrit en premier). L'affinité pour DOPr [K,s), MOPr (KIV)  et KOPr {K,k) de la 
Leu-enképhaline, en haut, et des énantiomères a été déterminée par leur capacité de 
déplacer (liaison compétitive) respectivement de la [3H]-deltorphine II, du [3H]-DAMGO et 
du [3H]-U-59,693 d'une extraction de cerveau de rat. La puissance (EC50) des mêmes 
composés a été déterminée par leur capacité d'inhiber une contraction induite d'un MVD. 
Les valeurs de K, sont les moyennes ± S.E.M. de trois essais effectués chacun en triplicata 
et les valeurs des ECso sont les moyennes ± S.E.M. de trois différents essais.
L'affinité de la Leu-enképhaline pour DOPr, MOPr et KOPr, selon cette technique, est 
respectivement de 5,7 ± 2,2 nM, 30 ± 3 nM et supérieure à 5000 nM alors que sa 
puissance, tel que mentionné précédemment, est de 74 ± 1 nM. Aucun des composés n'a 
une affinité inférieure à 5000 nM pour KOPr. L'énantiomère DD-enképhaline a une affinité 
pour DOPr semblable à la Leu-enképhaline, 6,1 ± 2,5 nM, mais une affinité pour MOPr 
inférieure (1800 ± 980 nM) et une puissance supérieure (13 ± 3 nM). Dans la même 
perspective, l'énantiomère LD-enképhaline a des affinités pour DOPr et pour MOPr 
inférieures à celles de la Leu-enképhaline, respectivement 61 ± 7 nM et > 5000 nM, mais 
conserve une puissance semblable, 110 ± 11 nM. Dans le cas des deux autres 
énantiomères (DL- et LL-enképhaline) la perte d'affinité est si importante que même 
pour DOPr, celle-ci est supérieure à 5000 nM. De la même façon, leur puissance est 
supérieure à 10 000 nM.
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5 .2 .2  I n d u c t io n  de l' in t e r n a l is a t io n  de DOPr pa r  les composés cycliques
Comme il est connu que l'activation de DOPr entraîne généralement une 
internalisation rapide de celui-ci, la capacité des deux composés cycliques ayant 
une bonne efficacité pour DOPr à induire une telle internalisation a été observée après 
30 minutes d'incubation avec 1 pM de chaque composé sur des cellules 
DRGFll/DOPr-GFP.
Leu-enkephalin DD-enkephalin LD-enkephalin
F ig u r e  2 1  : I n te r n a lis a t io n  de  DOPr
Images de cellules DRGFll/DOPr-GFP prises par microscopie confocale de type spinning 
disk montrant l'internalisation du récepteur induite par la Leu-enképhaline, la 
DD-enképhaline et la LD-enképhaline. Les images ont été prises avant la stimulation à 
1 pM de ligand et 30 minutes après. Représentatif de 6 cellules.
Les images prises à 0 et 30 min suivant l'ajout de 1 pM de composé sur des cellules sur 
des cellules DRGFll/DOPr-GFP révèlent une internalisation presque complète pour les 
trois composés testés, la LD-enképhaline, la DD-enképhaline et la Leu-enképhaline. 
En effet il est possible d'observer une perte de fluorescence à la membrane ainsi qu'une 
accumulation de ce qui paraît être des vésicules au niveau du cytoplasme.
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6 . D iscussion
6 .1  ÉTUDE DE LA RELATION STRUCTURE -  ACTIVITÉ
Au cours des années, l'activation de DOPr, en études précliniques, s'est révélée être 
une alternative à l'activation de MOPr pour le soulagement de la douleur chronique. En 
effet, plusieurs essais sur différents modèles animaux ont montré une bonne analgésie 
avec différents agonistes DOPr. Ainsi, des essais à la plaque chaude, de retrait de la 
queue, de pression de la patte et de formaline, ont révélé que plusieurs agonistes DOPr, 
dont le DPDPE, la deltorphine II, le SNC 80, l'UFP-502, l'UFP-512 et le DADLE, ont une 
activité analgésique en douleur aiguë (Galligan et al., 1984 ; Calcagnetti et al., 1988 ; 
Bilsky et al., 1995 ; Fraser et al., 2000 ; Fraser et al., 2000 ; Vergura et al., 2006 ; 
Kabli and Cahill, 2007 ; Balboni et al., 2008). Il a aussi été rapporté que la deltorphine II, 
le SNC 80, le SB 235863 et le JNJ-20788560 diminuaient la douleur suite à une 
inflammation induite par une injection de carragénine ou de CFA (Fraser et al., 2000 ; 
Dondio et al., 2001 ; Codd et al., 2009). Finalement, l'activation de DOPr par le DPDPE, 
la deltorphine II, le SB 235863 ou encore la [DVal^AlaLjE, arrive même à diminuer la 
douleur de type neuropathique, induite par la ligation partielle ou complète du nerf 
sciatique (Sohn et al., 2000 ; Dondio et al., 2001 ; Holdridge and Cahill, 2007 ; 
Kabli and Cahill, 2007), ainsi que la douleur cancéreuse, induite par l'injection de cellules 
tumorales dans le fémur (Brainin-Mattos et al., 2006 ; Otis et al., 2011). C'est donc dire 
qu'une analgésie a été observée dans la majorité des modèles de douleur, ce qui fait de 
DOPr une cible de choix. D'ailleurs des études avec le DADLE ont déjà rapporté de 
l'analgésie chez des patients atteints de différents cancers (Onofrio and Yaksh, 1983 ; 
Moulin et al., 1985 ; Krames et al., 1986). Plus encore, à l'exception des premiers 
composés non-peptidiques comme le BW373U86 et le SNC 80 qui provoquent des 
convulsions (Corner et al., 1993 ; Broom et al., 2002), l'activation de DOPr n'entraîne 
généralement que peu d'effets indésirables. Ainsi, contrairement aux agonistes de MOPr, 
ceux ciblant DOPr n'induisent pas une inhibition significative du transit intestinale,
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vérifier avec le DPDPE, le SB 235863, le SNC80 et le JNJ-20788560 (Galligan et al., 1984 ; 
Dondio et al., 2001 ; Gallantine and Meert, 2005 ; Codd et al., 2009) ; une dépression 
respiratoire et de la sédation, JNJ-20788560, SB 235863 et SNC80 (Dondio et al., 2001 ; 
Gallantine and Meert, 2005 ; Codd et al., 2009) ; et de la tolérance, SB 235863 et 
deltorphine II (Dondio et al., 2001 ; Beaudry et al., 2009). L'effet secondaire le plus 
fréquent est une altération transitoire des effets locomoteurs (Ukai et al., 1989 ; Murray 
and Cowan, 1990 ; Chang et al., 1993 ; Fraser et al., 2000 ; Gallantine and Meert, 2005 ; 
Beaudry et al., 2009) qui semble toutefois s'estompée avec des injections chroniques d'un 
agoniste, tel que la deltorphine II (Beaudry et al., 2009). Par contre, malgré la perspective 
d'un traitement aussi efficace et sans effet secondaire, le développement de plusieurs 
agonistes DOPr n'a pas encore mené à un médicament disponible sur le marché.
Une méthode très efficace pour développer de bons composés est l'étude de la 
relation structure -  activité entre le récepteur cible et certains de ses ligands. De cette 
façon il est possible d'identifier avec précision les groupements sur les ligands essentiels à 
l'activation complète du récepteur et ainsi développer de meilleurs composés, plus 
ciblés (Kosterlitz et al., 1980 ; Morley, 1980). C'est dans la perspective de mieux 
comprendre cette relation structure -  activité que certaines études remplacent 
systématiquement chaque acide aminé d'un ligand peptidique par d'autres acides aminés 
(Beddell et al., 1977). Par une bonne sélection des chaînes latérales, il est possible 
d'identifier les interactions essentielles entre celles-ci et le récepteur. Par exemple, 
remplacer un acide aminé par une alanine (alanine scan) (Cunningham and Wells, 1989) 
permet d'identifier les chaînes d'acides aminés n'ayant que peu ou pas d'interactions avec 
le récepteur alors que le remplacement d'une tyrosine par une phénylalanine permet de 
discriminer lequel des groupements, benzyl ou hydroxyl, serait à l'origine de l'interaction. 
Par contre, ces études ne sont pas complètes puisque les liens peptidiques peuvent aussi 
être impliqués dans la reconnaissance du ligand par le récepteur (Lajoie et al., 1984 ; 
Spatola et al., 1986). Plus encore, s'ils ne sont pas directement impliqués dans une 
interaction avec le récepteur, ils peuvent tout de même être importants dans le 
repliement du ligand en conformation active (Jones et al., 1976). C'est dans cette
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optique que les laboratoires des Pr Louis Gendron et Yves Dory se sont réunis. Il était 
ainsi possible de synthétiser et caractériser différents composés spécifiques afin 
d'étendre les connaissances à propos de l'activation de DOPr. Suivant la logique des 
essais sur les chaînes latérales d'acides aminés, les composés synthétisés auraient 
tous une seule modification sur un lien peptidique et cette modification serait 
effectuée systématiquement sur chaque lien peptidique de la Leu-enképhaline. 
Ces modifications seraient très ciblées afin d'obtenir le plus de renseignements possible 
de leur caractérisation.
C'est ainsi que cinq séries de composés ont été synthétisées, une série comportant 
quatre composés pour le remplacement de chaque lien peptidique de la Leu-enképhaline 
par la même modification, à l'exception de la première qui a donnée lieu à deux synthèses 
racémiques portant à six le nombre de composés de cette série (pour voir la structure de 
ces modifications, se rapporter à la Figure 15). Les modifications apportées pour chaque 
série ont pour but de renseigner sur les liaisons de type « pont hydrogène » essentielles 
auxquelles participent les liens peptidiques. C'est pourquoi chaque modification comporte 
sa particularité concernant les possibilités d'interactions. De plus, afin de limiter la perte 
d'affinité due à une modulation d'une autre particularité physique de fa modification, 
comme une modification des angles de liaisons ou du stérisme, les groupements 
sélectionnés sont tous des isostères du lien peptidique (Venkatesan and Kim, 2002). Il 
existe malgré tout certaines modulations de ce genre dans les modifications choisies, 
comme l'augmentation du stérisme du A/-méthyl amide ou le changement d'angle des 
triazoles, mais ces modulations demeurent acceptables et les autres paramètres sont tels 
que désirés, faisant tout de même de ces groupements, de bons candidats potentiels. Plus 
encore, ces modulations peuvent pousser plus loin la compréhension du complexe 
ligand -  récepteur en ciblant, par exemple, les liens peptidiques ne pouvant pas être 
remplacés par une fonction avec un encombrement stérique supérieur à celui du lien 
peptidique. Ce genre de renseignement peut s'avérer extrêmement utile lorsque vient le 
temps d'analyser la relation structure-activité dans le but de développer un composé pour 
en faire un médicament.
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6 .1 .1  A f f in it é  des composés des d iffér en tes  séries a y a n t  qu ’u n e  m o d if ic a t io n
Le premier essai de caractérisation pharmacologique effectué sur les composés était 
un essai de liaison par compétition afin de déterminer l'affinité de chacun d'eux pour 
DOPr. Les composés ayant un K, entre 5 et 15 nM étaient considérés comme étant 
semblables à la Leu-enképhaline et de ce fait, se classifiaient parmi les plus intéressants. 
De la même façon, les composés ayant une affinité entre 15 et 100 nM conservaient une 
bonne affinité pour DOPr et demeuraient donc intéressants. Par contre, les composés 
avec une affinité entre 100 et 500 nM étaient considérés de moindre intérêt alors que les 
composés avec un K, inférieur à 500 nM n'étaient tout simplement pas considérés.
Dans la première série, un lien peptidique était remplacé par un alcène, empêchant 
de ce fait toute possibilité d'interaction par des liaisons hydrogène à cet endroit 
(Proteau-Gagne et al., 2010). De cette série un seul composé, celui avec la modification 
entre la tyrosine et la glycine, conservait une affinité semblable à celle de la 
Leu-enképhaline, suggérant que les autres liens peptidiques étaient impliqués 
dans des liaisons hydrogène essentielles à la reconnaissance ligand -  récepteur 
(Proteau-Gagne et al., 2010). Malgré la perte d'affinité des autres modifications de la 
série, un composé, celui avec la modification entre la phénylalanine et la leucine, 
conservait une affinité pour DOPr partiellement intéressante. Plus encore, son 
énantiomère avec une D-leucine avait une affinité semblable (Proteau-Gagne et al., 2010). 
À la suite de cette seule série, il n'était pas possible d'expliquer cette perte partielle 
d'affinité, mais il a été possible d'émettre l'hypothèse que les interactions faites par ce 
lien peptidique seraient somme toute moins importantes que celle des liens peptidiques 
dont la modification entraînait une perte quasi-totale de leur affinité. Quant à la similitude 
entre l'affinité des énantiomères, l'hypothèse la plus plausible est que les deux 
orientations de la leucine permettaient les interactions essentielles. D'ailleurs il a 
déjà été montré que la D-Leucine-enképhaline avait une puissance très similaire à la 
L-Leucine-enképhaline (Beddell et al., 1977).
96
Dans la série suivante, les liens peptidiques étaient remplacés par un cycle triazole qui, 
en principe, permet la formation de deux liaisons hydrogène. Par contre, à la différence 
des liens peptidiques, aucune de ces deux possibilités d'interactions n'a la capacité d'être 
donneur et les deux accepteurs se trouvent du même côté du squelette peptidique. 
Cette série n'a cependant mené à aucun composé ayant une affinité intéressante pour 
DOPr. Le meilleur composé de la série ne conserve qu'une affinité de faible intérêt 
apparente au composé de la première série avec un alcène entre la phénylalanine et la 
leucine. Le problème avec cette modification, c'est que contrairement aux cinq autres, il a 
déjà été montré que l'angle et la longueur des liens entre le groupement et les acides 
aminés juxtaposés sont différents, de quelques degrés et de plus de 1,2 Â, de ceux initiaux 
imposés par le lien peptidique (Engh and Huber, 1991 ; Horton et al., 1997). Cette 
altération dans l'angle des liens pourrait être en partie responsable de la perte d'affinité 
des composés de cette série. C'est pourquoi deux autres séries pouvant recevoir, mais ne 
pouvant donner de liaisons hydrogène ont été synthétisées.
La modification de la troisième série comporte un lien ester alors que celle de la 
quatrième série comporte plutôt un A/-méthyl amide. Ces deux groupements possèdent la 
même capacité de recevoir une liaison hydrogène ainsi que des angles de liaisons 
semblables à ceux du lien peptidique, l'ester ayant des angles que de quelques degrés de 
moins que les deux autres groupements (Fincham et al., 1992). On pourrait donc 
s'attendre à des résultats similaires entre ces deux modifications lorsque celles-ci sont 
effectuées en remplacement du même lien peptidique. Pourtant, les résultats 
d'affinité ne sont semblables que pour la modification entre la phénylalanine et la leucine, 
les composés avec un A/-méthyl amide possédant toujours une affinité inférieure à celle 
du composé correspondant ayant plutôt un ester. La différence la plus marquée est celle 
avec les modifications entre les deux glycines, mais celle entre la tyrosine et la glycine est 
aussi très importante, ayant respectivement un ratio ester -  /V-méthyl amide supérieur à 
16 et 7. Ces différences pourraient être expliquées en partie par l'encombrement stérique 
majoré du A/-méthyl amide dans la région de l'azote, induit par le remplacement de 
l'hydrogène par le méthyl. Ainsi, les emplacements dans la Leu-enképhaline où les
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modifications ester et /V-méthyl amide ont une différence d'affinité la plus grande 
pourraient être situés dans le récepteur à des endroits restrictifs concernant 
l'encombrement du ligand et l'augmentation de celui-ci induirait une répulsion plus ou 
moins grande de ce récepteur face aux nouveaux composés, responsable de la différence 
d'affinité. Avec ce problème de stérisme, seule la modification entre la phénylalanine et la 
leucine conserve une affinité des plus intéressantes. Parallèlement, c'est aussi la 
modification à cet emplacement dans la série ester qui possède la meilleure affinité. 
Par contre, contrairement à la série A/-méthyl amide, la modification ester entre la glycine 
et la phénylalanine conserve aussi une bonne affinité et celle entre la tyrosine et la glycine 
conserve une affinité moindre. À la suite de la caractérisation de ces deux séries, 
il était possible de supposer, par la similitude entre l'affinité des deux composés 
avec les modifications à cet endroit et la Leu-enképhaline, que le lien peptidique 
entre la phénylalanine et la leucine ne participerait qu'à une seule liaison hydrogène 
via un receveur.
À la suite de la caractérisation des quatre précédentes séries, une dernière 
modification s'imposait afin de bien évaluer toutes les possibilités d'interactions des 
liens peptidiques ; une modification capable d'être donneur de liaisons hydrogène. 
Pour y arriver, un groupement thioamide a été sélectionné. Le remplacement de l'oxygène 
par un soufre a un double effet sur la possibilité de liaisons hydrogène puisque le soufre a 
une électronégativité plus faible (Atkins and Jones, 2011). Ainsi il a été assumé, et ensuite 
confirmé, que l'azote devient un meilleur donneur de liaisons hydrogène que celui du lien 
peptidique, alors qu'à l'opposé, la capacité du soufre à recevoir une liaison hydrogène est 
moins grande que l'oxygène (Hollôsi et al., 1988). Somme toute, la modification thioamide 
conserve à la fois la possibilité d'être donneur et celle d'être receveur. Il n'est donc pas 
étonnant que les quatre composés de la série conservent une affinité intéressante pour 
DOPr, avec l'affinité la moins élevée pour la modification entre la tyrosine et la glycine. 
Plus encore, pour la première fois, un des composés, celui avec la modification entre les 
deux glycines, possède même une affinité améliorée par rapport à la Leu-enképhaline.
98
C'est d'ailleurs la seule modification à cet emplacement qui possède une affinité d'intérêt 
laissant présager qu'un donneur de liaison hydrogène est essentiel. Aussi, l'hypothèse 
émise suite aux séries ester et /V-méthyl amide quant à la possibilité que l'unique liaison 
hydrogène impliquée entre la phénylalanine et la leucine était médiée par un groupement 
accepteur est renforcée par la modification thioamide qui, incorporée à cet endroit dans 
un analogue, n'a pas une meilleure affinité que les composés ester et /V-méthyl amide.
Comme cette dernière modification est isostérique et possède les mêmes propriétés 
que le lien peptidique pour les interactions de type liaison hydrogène, les explications sont 
très restreintes quant à la perte d'affinité, même légère, de deux des quatre composés de 
la série. D'abord, la perte d'affinité la plus grande survient avec la modification entre la 
tyrosine et la glycine alors que les résultats de la série des alcènes suggéraient qu'aucune 
liaison hydrogène n'était essentielle à cet endroit. Plus encore, aucune des modifications, 
mise à part celle de l'alcène, n'a mené à un composé avec une affinité près de celle de la 
Leu-enképhaline. Il se pourrait que la raison derrière cette perte d'affinité soit reliée à la 
modification de l'angle des liens des nouveaux groupements. En effet, cette modification 
est beaucoup moins importante dans le cas des thioamides, des esters et des /V-méthyl 
amides que l'était la modification de la conformation des liens des triazoles, mais le lien 
peptidique se rapprochant plus d'un lien double qu'un lien simple, conséquemment 
l'angle et la rigidité de ses liens ressemblent davantage à ceux des doubles liaisons, 
différents de ceux des simples liaisons (Eliel and Wilen, 1996). D'ailleurs, les résultats 
de la modification avec l'alcène viennent appuyer cette explication puisque, par sa 
double liaison, il est le groupement avec le plus de ressemblance avec le lien peptidique 
(Hollôsi et al., 1988). Ainsi, il a déjà été montré que les angles de l'ester et du thioamide 
étaient différents du lien peptidique (Fincham et al., 1992), mais une autre étude avait 
déjà montré des angles d'un thioamide similaires (La Cour et al., 1983). De plus, il a déjà 
été montré avec l'ester que l'emplacement de la modification pouvait influencer les 
angles de cette modification (Siodlak and Janicki, 2010), pouvant ainsi expliquer la 
divergence des études pour le thioamide. Quoi qu'il en soit, la différence d'angle n'est pas 
la seule explication plausible pour la perte d'affinité observée. En effet, il se pourrait
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qu'elle soit plutôt due à l'augmentation de l'encombrement stérique. Déjà abordé pour le 
A/-méthyl amide, le soufre du thioamide augmente aussi le stérisme par rapport à 
l'oxygène du lien peptidique. Que ce soit par les angles des modifications ou par 
l'augmentation d'encombrement, il se peut que la pochette de liaison du récepteur DOPr 
soit très restrictive et qu'une de ces modulations, même légères, empêche le composé de 
se placer ou d'interagir avec le récepteur tel que la Leu-enképhaline le fait. Par opposition, 
le cas de l'ester est un peu différent puisqu'au contraire, le remplacement de l'azote par 
l'oxygène diminue l'encombrement stérique à cet endroit. Par contre bien que l'oxygène 
soit lui aussi électronégatif, son électronégativité est moins grande que celle de l'azote 
(Atkins and Jones, 2011) et cette différence pourrait impliquer un problème de 
reconnaissance par le récepteur. De plus, la plus faible électronégativité de l'oxygène 
induit une résonance moins importante que celle du lien peptidique, diminuant de ce fait 
l'énergie nécessaire pour la rotation du lien. Il est donc possible que la modification ester 
adopte une conformation cis et que ce soit cette conformation qui constitue une barrière 
entre le composé et le récepteur. Finalement, cette différence d'électronégativité 
influence aussi la basicité des liaisons hydrogène et cette modulation, aussi présente dans 
les autres modifications, pourrait elle aussi être en partie responsable de la perte 
d'affinité (Laurence et al., 2009). Un deuxième lien peptidique de la Leu-enképhaline 
semble aussi affecté par des propriétés physiques des modifications apportées autres que 
la capacité d'interaction par des liaisons hydrogène. Il s'agit de celle entre la glycine et la 
phénylalanine dont aucune modification à cet endroit n'a mené à un composé avec une 
affinité similaire à la Leu-enképhaline. Toutefois, la meilleure affinité étant le composé 
avec un ester et la pire étant avec un alcène, il est envisageable que seul un receveur soit 
nécessaire à cet emplacement.
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6 .1 .2  Puissance des  composés des  d iffé r e n tes  séries n 'a y a n t  q u 'une
MODIFICATION
À fa suite de la caractérisation de l'affinité des différents composés synthétisés 
tout au long des séries, il était nécessaire d'évaluer leur puissance afin de différencier 
les agonistes des antagonistes et des agonistes biaisés. Pour arriver à une telle
caractérisation, deux essais ont été réalisés. Un premier évaluant l'état de
phosphorylation des ERK1/2 et le deuxième mesurant, indirectement, la modulation 
de canaux par l'inhibition d'une contraction induite du MVD. Ainsi, par un champ 
électrique, la contraction est induite par une relâche de norépinéphrine et son inhibition, 
telle qu'elle a été discutée à la section 1 .2 , est perçue comme étant due à la modulation 
des canaux potassiques et calciques ainsi que du courant lh- Comme ces deux réactions 
sont induites par des voies de signalisation différentes suite à l'activation de DOPr 
(Law et al., 2000), leur évaluation permet de vérifier la similitude de l'activité des 
composés à celle de la Leu-enképhaline.
D'abord, par les spectres d'efficacité, il a été possible de vérifier que tous les 
composés ayant un EC50 inférieur à 500 nM sont des agonistes complets pour l'inhibition 
de la contraction de MVD, au même titre que la Leu-enképhaline. Il n'a pas été possible 
d'évaluer cette caractéristique pour les composés moins puissants puisqu'un plateau doit 
être observé à forte concentration pour arriver à de telle conclusion. Outre cette mesure 
d'efficacité, dans le cas d'agonistes complets, une corrélation est supposée se dessiner 
entre l'affinité et la puissance de celui-ci. En effet, plus son affinité est bonne et plus il 
devrait avoir une puissance élevée. Évidemment cette corrélation est plus facile à 
quantifier avec les EC50 des essais sur MVD, mais elle est toutefois observable avec les 
essais d'activation des ERK1/2. Ainsi, les composés de chaque série ayant la meilleure 
affinité sont aussi les composés activant la phosphorylation des ERK1/2 avec la plus petite 
concentration et inversement, ceux avec l'affinité la moins élevée sont aussi ceux 
nécessitant la concentration la plus grande pour activer la phosphorylation des
ERK1/2, s'ils l'activent. De la même façon, pour chaque série exceptée celle des
thioamides, l'ordre d'affinité des composés est le même que l'ordre de puissance en MVD.
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Pour ce qui a trait aux composés avec une modification thioamide, le composé ayant la 
modification entre la glycine et la phénylalanine a une meilleure affinité que celui ayant la 
modification entre la tyrosine et la glycine alors que cet ordre est inversé pour la 
puissance. Cette disparité est aussi observable avec l'activation des ERK1/2 où le 
composé ayant la modification entre la glycine et la phénylalanine a besoin d'une 
concentration dix fois plus grande que celui ayant la modification entre la tyrosine et la 
glycine pour induire une phosphorylation. Cette différence pourrait indiquer que la 
conformation du composé avec un thioamide entre la glycine et la phénylalanine dans la 
pochette de liaison de DOPr ne serait pas optimale pour l'activation du récepteur malgré 
une affinité intéressante alors que le phénomène serait plutôt inversé avec le composé 
avec un thioamide entre la tyrosine et la glycine qui aurait une activation intéressante 
malgré une affinité qui suggérait une activité plus restreinte. Deux autres composés 
ayant des puissances étonnamment faibles comparativement à leur affinité sont celui 
avec une modification ester entre les deux glycines et celui avec un triazole entre la 
phénylalanine et la leucine.
Certaines aberrations surviennent aussi entre les deux essais de puissance. Ainsi le 
composé avec une modification A/-mëthyl amide entre la glycine et la phénylalanine 
n'active la phosphorylation des ERK1/2 qu'à partir de 10'6 M alors qu'il possède une 
affinité comparable à la Leu-enképhaline et la meilleure puissance pour inhiber la 
contraction du MVD de tous les composés présentés. À l'opposé, le composé avec un 
alcène entre la phénylalanine et la leucine a une affinité intéressante, induit une 
phosphorylation des ERK1/2 à une concentration de 10' 7 M, mais il a un EC50 sur MVD 
comparable à un composé d'une affinité de 530 nM et de 3 fois celui d'un composé ayant 
une affinité comparable à la sienne. Ce phénomène est aussi présent chez les trois autres 
composés avec une modification thioamide n'ayant pas encore été discutés, bien qu'il soit 
de plus faible intensité pour celui avec la modification entre la phénylalanine et la 
leucine. En effet sa puissance sur MVD est plus de 2 fois inférieure à celle des autres 
composés avec une affinité et une puissance d'activation des ERK1/2 similaires, dont la 
Leu-enképhaline. Ainsi, les effets de celui avec la modification entre la tyrosine et la
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glycine ressemblent beaucoup à ceux du composé avec un alcène entre la phénylalanine 
et la leucine, à la différence que son affinité est encore meilleure, menant de 3 à près de 7 
le facteur le différenciant d'un composé avec une activité plus attendue. Dans le cas du 
composé avec la modification entre les deux glycines, bien que son affinité ne soit 
comparable à aucun autre composé puisqu'il est le seul avec une affinité supérieure à 
celle de la Leu-enképhaline, sa puissance sur MVD, en revanche, l'est beaucoup plus. 
En effet, celle-ci est de deux fois inférieure à celle du composé avec la plus grande 
puissance et est comparable à un composé ayant une affinité de plus de 7 fois la sienne. 
Cette disparité entre les deux puissances, l'une étant beaucoup moins intéressante 
que le laissait présager l'autre, qui corrèle d'ailleurs mieux avec l'affinité, pourrait être 
expliqué par le phénomène d'agonistes biaisés. En effet, il a été montré qu'un agoniste 
d'un récepteur couplé aux protéines G pouvait induire une signalisation cellulaire 
différente des autres agonistes de ce récepteur et il a été caractérisé comme étant 
biaisé (Jarpe et al., 1998 ; Galandrin et al., 2007). De tels agonistes ont été observés 
suivant l'activation de DOPr, entre autres par des études portant sur les effets du SNC 80 
et du ARM390, qui ont montré que le SNC 80, mais pas le ARM390 induisait 
l'internalisation, la désensibilisation ainsi qu'une réduction en traitement chronique de la 
régulation de DOPr (Pradhan et al., 2009 ; Pradhan et al., 2010). Il a aussi été montré que 
les ADL 5859 et ADL 5747 était des agonistes biaisés n'entraînant pas, une fois de plus, 
d'internalisation de DOPr et les auteurs ont spéculé que cet effet pouvait être à l'origine 
de l'absence d'altérations locomoteurs dans leur modèle de douleur inflammatoire 
(Nozaki et al., 2012). De la même façon, comme les deux essais de puissance n'impliquent 
pas la même voie de signalisation (Law et al., 2000), les composés ayant un essai 
d'activation des ERK1/2 plus faible que l'affinité et l'essai sur MVD, ainsi que ceux ayant 
plutôt un essai sur MVD plus faible que l'affinité et l'essai d'activation des ERK1/2 
pourraient être des agonistes ayant un biais d'activation de la voie de signalisation 
correspondant à celle de la puissance la plus faible.
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Certaines des modifications réalisées avaient déjà été partiellement caractérisées par 
le passé. Ainsi, il était connu qu'un A/-méthyl amide en remplacement d'un des trois 
premiers liens peptidiques diminuait sa puissance sur MVD, ce qui corrèle avec nos 
valeurs (Eguchi et al., 2002). De la même façon, un N-méthyl amide entre la phénylalanine 
et la leucine avait montré une affinité semblable à la Leu-enképhaline, ce qui corrèle 
une fois de plus avec nos valeurs (Schiller and St-Hilaire, 1980). Les thioamides avaient 
aussi déjà été caractérisés en simple modification par deux laboratoires de recherche 
(Clausen et al., 1984 ; Lajoie et a!., 1984). Par contre, contrairement au A/-méthyl amide, 
nos résultats diffèrent quelque peu de ceux de ces laboratoires, mais l'ordre d'affinité et 
de puissance des composés ne varie toutefois pas d'une étude à l'autre. De plus, comme 
il existe aussi beaucoup de différences entre ces études, ces différences sont 
probablement dues à la variation entre les modèles utilisés : souris et solution 
physiologique pour les essais sur MVD ; méthodes d'homogénisation de cerveau ou 
utilisation de membranes cellulaires, tampon utilisé, composé tritié utilisé pour la 
compétition des les essais de liaison. D'abord, pour les essais sur MVD il semble que nos 
valeurs soient toujours plus élevées, à l'exception du composé avec la modification entre 
la tyrosine et la glycine qui est bien supérieure dans l'étude de K. Clausen. Ainsi, alors que 
le ECSo de la Leu-enképhaline est de 74 nM dans notre étude, il est à 10 nM pour les deux 
autres études. De la même façon, le composé avec la modification entre les deux glycines 
a une puissance de moins de 2 nM dans les deux autres études, mais de 75 nM dans la 
nôtre. Cette valeur, ainsi que celle du composé entre la glycine et la phénylalanine, avec 
une puissance de 3300 nM contre 65 nM (Lajoie et al., 1984), sont celles avec le plus 
grand écart entre les études. Le fait le plus marquant par contre, est la différence 
interne des études entre le composé avec la modification entre les deux glycines et la 
Leu-enképhaline. Alors que dans les autres études ce composé a une puissance de 10 fois 
supérieure à la Leu-enképhaline, dans la nôtre, elles sont similaires (Clausen et al., 1984 ; 
Lajoie et al., 1984). Pour les essais de liaison, l'équipe de G. Lajoie n'a mesuré que 
le IC50 des composés synthétisés, compliquant la comparaison. Par contre, comme un 
potentiel relatif à la Leu-enképhaline a été calculé, il a été possible de faire un tel calcul
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(non montré) avec nos valeurs à titre comparatif. Ainsi, malgré la différence dans les 
essais sur MVD, le potentiel relatif du composé avec le thioamide entre les deux 
glycines est similaire à l'étude de G. Lajoie. Par contre, alors que le composé avec la 
modification entre la glycine et la phénylalanine avait une puissance beaucoup moins 
importante dans nos essais, son potentiel relatif est plus élevé que celle de l'étude de 
G. Lajoie (Lajoie et al., 1984). Pour ce qui est de l'étude de K. Clausen, le K-, a été calculé et 
celui de la Leu-enképhaline est comparable au nôtre. Pour ce qui est des composés avec 
un thioamide, leurs valeurs sont tantôt plus basses tantôt plus élevées que les nôtres avec 
la plus grande différence pour le composé avec la modification entre la tyrosine et la 
glycine avec un facteur de plus de 10 (Clausen et al., 1984). En définitive, malgré les 
différences entre les études, les deux mêmes composés se démarquent, ne gênant donc 
pas nos conclusions sur cette, série.
6 .2  Com posés  analo gues  de  la  Le u -e n k é ph a lin e  à  d e u x  m o d if ic a t io n s
Suite à la caractérisation de l'affinité et de la puissance des composés à une seule 
modification, certains composés à deux modifications ont été synthétisés avec les 
modifications des composés les plus prometteurs, sans égard à l'hypothèse de certains 
agonistes biaisés puisque malgré la différence observée entre certains des effets 
caractérisés, la plupart de ceux-ci demeurent intéressants. Ainsi, cinq composés ont été 
synthétisés, trois avec un alcène entre la tyrosine et la glycine et trois avec un thioamide 
entre les deux glycines, un des composés étant le regroupement de ces deux 
modifications. Elles ont été sélectionnées en partie parce qu'elles étaient les seules qui 
menaient à de bonnes affinité et puissance à ces emplacements. Les cinq composés ont 
d'abord été soumis aux mêmes essais de caractérisation que les composés à une 
modification et il s'est avéré que les trois composés avec un thioamide étaient ceux 
conservant le plus l'affinité de la Leu-enképhaline pour DOPr. La perte d'affinité du 
composé avec l'alcène entre la tyrosine et la glycine et un ester entre la phénylalanine et 
la leucine, ainsi que du composé avec un alcène et un /V-méthyl amide aux mêmes 
endroits était plutôt surprenante. En effet, puisque les composés à une modification
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correspondants conservaient tous une très bonne affinité, il avait été assumé que les 
interactions intermoléculaires entre ces composés et DOPr avaient subi aucune altération 
importante. En conséquence, la seule explication possible à cette perte d'affinité est une 
modification défavorable de la conformation active des composés qui pourrait être due à 
une perturbation au niveau des interactions intramoléculaires responsables de sa 
stabilisation. Par exemple, plusieurs études suggèrent une conformation active de la 
Leu-enképhaline avec un tournant 3 impliquant les quatre derniers acides aminés 
et stabilisé par des liaisons hydrogène (Jones et al., 1976 ; Khaled et al., 1976 ; 
DiMaio and Schiller, 1980 ; Eguchi et al., 2002). Il se pourrait donc que certaines des 
liaisons hydrogène nécessaires pour la conformation de la Leu-enképhaline soient 
absentes dans ces deux composés à double modifications et qu'il en demeure au moins 
une dans le cas des composés à une modification. Une variante de cette explication 
découle du fait que lors de la synthèse d'analogue, il n'est pas assuré que celui-ci ait une 
conformation identique à la molécule mère (Fincham et al., 1992). Les composés à une 
modification auraient donc pu prendre, sans effet sur la caractérisation de ceux-ci, 
une conformation active légèrement différente de la conformation active de la 
Leu-enképhaline qui aurait un plus grand impact lors de l'ajout d'une deuxième 
modification. Dans cette optique, il serait envisageable que la modification entraînant 
ce type d'altération dans la conformation soit l'alcène puisqu'il est le dénominateur 
commun aux deux composés. Par contre, dans la perspective que cette hypothèse soit 
juste, une différence entre le composé avec un alcène et un thioamide et les composés 
avec un ester ou A/-méthyl amide doit pouvoir expliquer l'absence d'une perte d'affinité 
de ce premier et cette explication pourrait être la localisation de ceux-ci. En effet, alors 
que les modifications ester et A/-méthyl amide sont entre la phénylalanine et la leucine, 
celle de la thioamide est plutôt entre les deux glycines. Cette différence de localisation 
ramène le contexte de liaisons hydrogène où une telle interaction serait indispensable au 
bon repliement de la molécule, mais qui ne pourrait être présente dans le cas d'une 
double modification impliquant la position entre la phénylalanine et la leucine.
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Un autre problème survenant avec quatre des cinq composés à deux modifications est, 
une fois de plus, un biais au niveau des voies de signalisation. En effet, de façon très 
similaire au composé avec un alcène entre la phénylalanine et la leucine, la double 
modification avec un alcène entre la tyrosine et la glycine ainsi qu'un ester entre la 
phénylalanine et la leucine possède une puissance sur MVD de plus de 3 fois celle d'un 
composé ayant une affinité similaire à la sienne. De la même façon, tout comme les 
composés ayant un thioamide entre les deux glycines et entre la phénylalanine et la 
leucine, le composé intégrant ces deux modifications a une puissance sur MVD 
beaucoup plus faible qu'attendu par les résultats d'affinité et de puissance d'activation 
des ERK1/2. Fait particulièrement intéressant, la différence est toutefois beaucoup plus 
élevée que celle des composés à une modification. Ainsi, la puissance en MVD est près de 
5 fois celle de la simple modification entre les glycines qui était déjà biaisée et le facteur 
différenciant son affinité de celle d'un composé avec une puissance attendue est passé de 
7 à près de 14. Aussi, alors que le composé ayant une modification A/-méthyl amide entre 
la phénylalanine et la leucine avait la meilleure puissance en MVD, et alors que l'affinité 
du composé à deux modifications avec comme deuxième modification un thioamide entre 
les deux glycines soit encore très intéressante, sa puissance sur MVD est près de 5 fois 
inférieure aux autres composés ayant une affinité similaire. Une particularité étonnante 
est observable avec le composé ayant un alcène entre la tyrosine et la glycine et un 
thioamide entre les deux glycines. Alors que son affinité est légèrement inférieure à celle 
de la Leu-enképhaline et que sa puissance sur MVD est telle qu'attendue, sa puissance 
d'activation des ERK1/2 correspond plutôt à celle d'un composé avec une affinité 2 fois 
plus grande. Ce composé a donc une voie de signalisation biaisée, mais plutôt qu'être 
répresseur, ce biais augmente l'activation de cette voie.
À la suite de la caractérisation des doubles modifications avec un alcène et un ester ou 
un /V-méthyl amide, des essais d'induction de l'internalisation de DOPr ont été effectués. 
Les résultats révèlent que malgré une affinité diminuée de près de 60 fois par rapport à la 
Leu-enképhaline, ces deux composés réussissent à induire à 1 pM une internalisation 
similaire à celle-ci. L'internalisation étant une fois de plus induite par une signalisation
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différente de la modulation des canaux et l'activation des ERK1/2 (Law et al., 2000), 
ce résultat vient renforcer la supposition selon laquelle le composé avec un alcène et un 
ester est bel et bien un agoniste biaisé. Il serait intéressant d'effectuer ces essais 
d'induction de l'internalisation de DOPr avec les trois autres doubles modifications, afin 
de renforcir, comme il a été fait avec le composé avec un alcène et un ester, leurs 
comportements d'agoniste biaisé.
Un essai a aussi été réalisé par un collègue, Jean-François Nadon, évaluant la 
lipophilicité de ces deux doubles modifications, ainsi que celle de la Leu-enképhaline et 
des composés à simple modification à l'origine des doubles. Cet essai évalue le coefficient 
de distribution des composés entre du tampon physiologie à pH 7.4 et de l'octanol 
(Log D7.4). Ces essais ont montré que, suivant l'hypothèse derrière le choix des 
modifications, l'ajout de chacune de ces modifications augmente d'environ 0.4 le Log D74, 
le N-Méthyl amide étant celui l'augmentant le plus. Ainsi, les composés à double 
modification ont un Log D 7 .4  supérieur à la Leu-enképhaline de 0.8 avec une valeur près 
de 0. Cette valeur étant la limite entre les composés hydrophiles (Log D74 négatif) et 
lipophiles (Log D7.4 positif), elle est la première étape à franchir avant d'obtenir un 
composé assez lipophile pour traverser la BHE.
Suite à la synthèse de composés à double modification conservant un bon profil 
pharmacologique pour DOPr, il serait intéressant d'approfondir notre recherche en 
effectuant des essais de stabilité afin de valider l'hypothèse selon laquelle nos 
modifications pourraient augmenter la stabilité des composés. Il serait aussi 
intéressant de synthétiser des composés à triple voire même à quadruple modification 
protégeant ainsi chaque lien peptidique pouvant être ciblé par des peptidases. Un tel 
composé à quatre modifications aurait aussi l'avantage d'avoir, dans la perspective que les 
autres modifications ajoutées augmenteraient aussi la lipophilicité du composé de 0.4 
chaque, un Log D74 de près de 1, ce qui l'approche considérablement de la lipophilicité 
recherchée pour traverser la BHE, entre 1 et 3 avec une lipophilicité optimale à 2 (Di and 
Kerns, 2003). À ce propos, il a été montré que le caractère lipophile du dernier 
groupement des enképhalines était important à l'établissement d'une bonne sélectivité.
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Il serait donc intéressant de synthétiser des analogues de la Leu-enképhaline avec des 
groupements plus lipophiles que la leucine afin d'évaluer la sélectivité de ceux-ci. 
Mieux encore, si un tel composé s'avère avoir un bon profil pharmacologique pour DOPr, 
indépendamment de sa sélectivité, l'augmentation de la lipophilicité à cet endroit pourrait 
être le chaînon manquant permettant un composé avec un Log D7,4 supérieur à 1.5.
6 .3  Com posés  cycliques
Comme il a été discuté dans la partie précédente concernant les doubles 
modifications, les composés linéaires ont trop de liberté de mouvement pour assurer une 
conformation identique entre un analogue et une molécule mère. Il a d'ailleurs déjà été 
montré que deux composés avec les mêmes groupements aux mêmes endroits n'avaient 
pas du tout la même affinité pour DOPr dépendamment de si la structure était rigidifiée 
ou linéaire (Eguchi et al., 2002). C'est pourquoi la rigidification de la Met-enképhaline a 
été explorée par le Pr Perrin du UBC Vancouver. L'augmentation de la rigidité de la 
Met-enképhaline permet aussi d'augmenter la stabilité du composé puisque la majorité 
des liens peptidiques sont ainsi confinés à l'intérieur du cycle et donc protégés. Par contre, 
cette augmentation de rigidité n'améliore pas, à elle seule, la lipophilicité de la 
Met-enképhaline qui est une limitation majeure à l'utilisation d'un tel composé en 
clinique. C'est pourquoi il est important d'ajouter un groupement lipophile dans la chaîne 
qui servira de point d'attache et c'est pourquoi un indole a été ajouté à cet endroit dans 
les composés du Pr Perrin. Une autre composante importante dans cette chaîne est le 
soufre, mimant la méthionine de I? Met-enképhaline. Comme il a déjà été discuté, quatre 
énantiomères ont été synthétisés lors du développement de ce composé rigidifié. 
Toutefois, la stéréochimie différente des quatre énantiomères peut influencer les 
interactions ligand -  récepteur, il était donc peu plausible que ces quatre composés aient 
tous une bonne affinité pour DOPr. Ainsi, seulement deux composés ont un profil 
intéressant : le DD-enképhaline et le LD-enképhaline qui, lors des essais d'induction de 
l'internalisation de DOPr, ont montré une internalisation de DOPr à 1 pM similaire à celle 
induite par la Leu-enképhaline à la même concentration. Toutefois, bien qu'il demeure
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intéressant, le LD-enképhaline possède une affinité pour DOPr de 10 fois inférieure à celle 
de la DD-enképhaline et de la Leu-enképhaline, qui sont similaires. Fait particulièrement 
intéressant, lors de l'essai de puissance sur MVD, c'est le LD-enképhaline qui ressemble le 
plus à la Leu-enképhaline avec une puissance de moins d'une fois et demi inférieure alors 
que le DD-enképhaline se démarque avec une puissance de plus de 5 fois supérieure à la 
Leu-enképhaline, devenant, par le fait même, le composé avec la meilleure puissance de 
tous les composés testés. D'ailleurs, malgré la différence d'affinité et de puissance sur 
MVD entre ces deux composés cycliques, le LD-enképhaline demeure, lui aussi, un des 
meilleurs composés évalués.
Dans la perspective d'explorer davantage ces deux composés bien intéressants, des 
essais de liaison par compétition ont été réalisés afin d'évaluer leur affinité pour MOPr et 
KOPr et ainsi déterminer leur sélectivité pour DOPr. Ainsi, le DD-enképhaline a montré 
une affinité pour MOPr de près de 300 fois inférieure à celle de DOPr alors que son affinité 
n'a pu être évaluée pour KOPr puisque même une concentration de 10 s M était 
insuffisante pour déplacer 50% du U-59,693 tritié, montrant une affinité très limitée. De la 
même façon, les affinités pour KOPr et pour MOPr du composé LD-enképhaline n'étaient 
pas quantifiables, suggérant que celles-ci soient plus de 80 fois inférieures à celle pour 
DOPr, sans pouvoir être plus précis. Ces deux composés sont donc à la fois intéressants 
pour leur affinité, leur puissance et même pour leur sélectivité. Malheureusement, des 
essais de lipophilicité et de stabilité n'ont pas encore été réalisés. Il n'est donc pas 
possible de savoir, à ce jour, si ces composés pourraient être une avenue intéressante. 
Il serait aussi intéressant d'intégrer un alcène sur le lien peptidique précédent le cycle 
puisqu'il correspond au lien entre la tyrosine et la glycine des enképhalines et il a été 
montré qu'un alcène à cet endroit sur la Leu-enképhaline conservait une bonne puissance 
pour DOPr. De plus, comme cet endroit est aussi une cible de choix pour les 
aminopeptidases, son remplacement pourrait avoir un effet bénéfique sur la stabilité du 
composé, ainsi qu'une lipophilicité améliorée de 0.4 comme il a été montré 
précédemment.
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6 .4  Perspectives  d e  ces composés
Que ce soit cyclique ou linéaire, la perspective finale de l'optimisation de ces 
composés est d'en synthétiser un ayant une bonne stabilité et une lipophilicité lui 
permettant de passer la BHE. Bien sûr, comme plusieurs facteurs influencent ce passage, il 
n'est pas certain qu'un composé avec une lipophilicité acceptable (Log D7.4 de 1.5) puisse y 
arriver. Par contre, comme l'atteinte de cette lipophilicité est un critère essentiel, elle 
demeure un bon point de départ pour assurer le passage de la BHE (Oldendorf, 1974). Il a 
été montré à la Figure 6 de l'article que la stabilité des composés avec un alcène ou un 
/V-méthyl amide était améliorée par rapport à la Leu-enképhaline. D'ailleurs, le composé 
ayant ces deux modifications possède une stabilité encore meilleure que les composés 
avec une seule modification. Toutefois, comme ce composé à deux modifications n'a 
qu'une faible lipophilicité, Log D7 4 de -0.021, il ne présente aucun intérêt clinique. Malgré 
tout, ces informations demeurent primordiales pour la poursuite de l'optimisation de 
composés. En effet, l'addition de quelques autres modifications à l'alcène et au /V-méthyl 
amide quelques autres modifications pourraient mener à un composé répondant aux 
critères établis. Dans ces conditions, un tel composé pourrait être pris par voie orale, 
traverser la paroi intestinale pour se rendre au système sanguin et traverser la BHE sans 
avoir été dégradé. Une fois dans le système nerveux, le composé, qui est un analogue de 
la Leu-enképhaline, pourrait induire des effets similaires à celle-ci. Ainsi, le composé en 
question se lierait à DOPr, autant au niveau central que périphérique pour induire une 
analgésie par l'inhibition de la perception et de la transmission nociceptive, tel qu'il a été 
décrit précédemment (Beaulieu, 2005). Cette analgésie pourrait être évaluée sur 
différents modèles de douleur, par exemple en douleur inflammatoire et en douleur 
neuropathique. De plus, d'un point de vue physiologique, il serait intéressant d'évaluer les 
effets provoqués par différents modes d'administration, telles les voies orale, sous-cutané 
et intrathécale. Sa stabilité pourrait aussi être évaluée plus précisément par l'injection du 
composé radiomarqué permettant de suivre la compartimentalisation du composé dans 
l'organisme ainsi que sa dégradation et son élimination. Une telle étude permet aussi 
d'identifier les métabolites et les processus enzymatiques impliqués.
I l l
7. Conclusio n
Plusieurs composés ont été synthétisés et caractérisés, en premier lieu pour 
approfondir les connaissances concernant la relation structure -  activité entre la 
Leu-enképhaline et DOPr, puis, en second lieu, pour parvenir à un composé sans 
lien peptidique avec de bonnes affinité, sélectivité, puissance, efficacité, stabilité 
et lipophilicité.
D'abord la caractérisation de plusieurs séries de composés à une seule modification 
a permis de formuler plusieurs hypothèses quant aux interactions essentielles à la 
reconnaissance, illustrées à la Figure 22. Ainsi il semblerait qu'aucune liaison hydrogène 
ne soit nécessaire entre la tyrosine et la glycine, qu'un donneur de liaison hydrogène le 
soit entre les deux glycines, bien qu'aucune hypothèse ne peut être émis quant à la 
nécessité d'un receveur, et qu'un receveur de liaison hydrogène le soit entre la glycine et 
la phénylalanine ainsi qu'entre la phénylalanine et la leucine. L'étude approfondie de ces 
séries de composés a aussi permis de supposer que DOPr était très restrictif quant à 
l'ajout d'un encombrement stérique ou à la modulation des angles entre la tyrosine et la 
glycine et entre la glycine et la phénylalanine.
Cinq composés à deux modifications ont ensuite été synthétisés et caractérisés, 
utilisant les modifications ayant menées aux meilleurs composés à une modification. 
Cette nouvelle série a apportée trois composés avec un profil intéressant, bien que la 
puissance de ceux-ci sur MVD soit diminuée. La perte d'affinité de deux d'entre eux 
montre bien que l'addition de certaines modifications ayant préalablement mené à des 
analogues intéressants ne résulte pas nécessairement en un analogue d'un intérêt 
similaire. Le LogD74 de ces deux composés a toutefois révélé une lipophilicité près 
de zéro, montrant bien l'augmentation de lipophilicité apportée par les modifications. 
Cette augmentation est très encourageante dans notre perspective de faire un composé 
avec plusieurs de ces modifications capable de traverser la BHE.
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F ig u r e  2 2  : Sc h ém a  de  syn th èse  des  lia iso n s  h yd r o g èn e  perçues c o m m e
ÉTANT NÉCESSAIRES À LA RECONNAISSANCE DE LA LEU-ENKÉPHALINE ET DE SES 
ANALOGUES PAR DOPR
Suite à la caractérisation des composés de chaque série, il a été possible d'émettre 
certaines hypothèses quant aux liaisons hydrogènes nécessaires. Les flèches vers les 
oxygènes représentent les receveurs, celle partant de l'hydrogène, un donneur et le point 
d'interrogation représente une possibilité de liaison ne pouvant être présumée.
Finalement, la caractérisation de composés cycliques a permis la découverte de deux 
composés avec un profil pharmacocinétique des plus intéressants, avec, pour la première 
fois du projet, une très bonne sélectivité DOPr.
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1 0 . A n n exe  1
Matériel suplémentaire de l'article présenté dans ce mémoire.
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Chemistry
For SPPS com m ercial grade reagents w ere  used  w ithout further purification. W hen  
necessary, all so lvents w ere purified  and d ried  p rio r to  use. O ptical ro ta tion  m easurem ents 
w ere m ade on a  P erk in  E lm er 241 Polarim eter and  are quoted in  units o f  10-1 deg cm 2 g-1. 
Infrared spectra w ere  recorded on  either a  P erk in  E lm er Spectrum  1600 FTIR . 1H and 13C 
N M R  spectra w ere recorded in deuterated  so lvents on either a  Bruker A C  300 N M R  . The 
1H and 13C N M R  chem ical shifts are reported  in  ppm  (parts per m illion). The residual 
solvent peaks have  been  used as an  in ternal reference. A ll coupling constants (J) a re  in  
Hertz. T he abbreviations for the peak  m ultip lic ities are as follow s: s (singlet), d  (doublet), 
dd (doublet o f  doublets), t  (triplet), q  (quartet), q t (quintet), m  (m ultiplet) and br (broad). 
M ass spectrum s w ere  recorded on  a  V G  M icrom ass Z A B -2F .or on a  M A L D I-T of o r on  a  
E S I-Q -T of (M axis). H PLC preparative pu rifica tion  w as done on a V Y D A C  218TP C l 8 
colum n.
General method for all peptide synthesis on solid support (Fmoc methodology)
(Proteau-G agne, B oum ival et al. 2010).
The resins w ere  w ashed  using D M F (3x), iP rO H  (3x) and D CM  (3x), unless stated  
otherw ise. T hese w ashing  w ere m ade after every  loading, benzyl protection, coupling and 
Fm oc deprotection. Loading o f  the resin  (S ieber 1987): The W ang resin  (1 g, 0.7 m m ol/g  
factory loading) w as p laced in a  sin tered glass peptide synthesis vessel. The 2 equivalents 
o f  the first am ino acid, 2 equivalents o f  2 ,6-dichlorobenzoylchloride and 4 equivalents o f  
pyridine w ere added  to  the resin. The suspension  w as agitated  in a  shaker fo r 16 h. The 
resin  w as then  w ashed. A ll loadings w ere quan tified  by  U V  quantitation o f  Fm oc release: 
A n aliquot (10 m g) o f  resin  was d ried  under vacuum ; a  piperid ine (1 m L ) and D M F (1 m L ) 
solution w as added  and the suspension w as ag ita ted  in  a  shaker for 30 m in; a  portion o f  the 
solution (0.5 m L) w as diluted in  D C M  (4.5 m L ) and w as read  w ith a  U V  spectrom eter. 
Loading o f  the resin  (m m ol/g) =  (A bsorbance 301nm  x  103 x  20) /  (7800 x  w eight o f  the 
aliquot). The loadings obtained for each resins are m entioned. A fter the  initial loading 
(Fields and N ob le  1990), the rem aining free  sites w ere protected  using equal am ounts o f  
benzoyl ch loride and  pyrid ine (0.3 m L  /  g  o f  resin ) in  DM F; the  solution w as agitated  in  a  
shaker fo r 3 h. F o r all Fm oc deprotections the  resin  w as treated  w ith 50 %  piperid ine in
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DM F and the suspension  w as agitated in  a shaker for 20 m in. All th ree  couplings w ere 
perform ed using  3 equivalents o f  protected  am ino  acid and H B TU ; w ith  6 equivalents o f  
N M M  in a  m in im um  volum e o f  D M F and the  suspension w as agitated  in  a  shaker. All 
couplings procedures w ere stopped after 16 h  o r after the K aiser’s test resu lt w as negative. 
The first coupling w as done w ith  Fm oc-Leu-O H , the second w ith  Fm oc-Phe-O H , the third 
and fourth w ith  Fm oc-G ly-O H  and the fifth  w ith  Fm oc-Tyr(tB u)-O H . The am ount o f  
m odified am ino acid  (replacing the prev iously  stated  am ino acids) u sed  in  coupling for 
each peptide is m entioned. A ll the final pep tides w ere cleaved from  th e ir resin  in a  glass 
vial and the suspension  w as stirred for 1 h  30 m in  w ith  a  m agnetic stirrer. A ll cleavage 
solution were done w ith  95 %  TFA , 2.5 %  H 2 0 , 2.5 % TIPS. For each  gram s resin, 3 m L 
o f  cleavage so lu tion  w ere used. A fter cleavage, th e  m ixtures were filte red  on  co tton  and 
dropped in  a  large am ount o f  w ater (20 m L). T he rem aining solvents w ere concentrated 
under vacuum  and the  aqueous solution w as frozen  and lyophilized. P urification  and purity  
requirem ents: A ll crude peptides w ere purified  using preparative reverse-phase H PLC, 
detecting at 280  nm , w ith  a  V Y D A C 218TP C l 8 co lum n and using A C N  grad ien t in  a  0.1 
% T FA  aq so lu tion  (from  1:9 to  2:3), w ith  a  flow  rate o f  5 m L /m in  over lh . The purity  o f  
all fractions w as analyzed  using an  agilent 1100 series analytical H PLC , detecting at 214, 
254 and 275 nm , w ith  a  A gilent Eclipse P lus 1.8 p m  3.0 x 50 m m  C18 colum n using A C N  
gradient in a  0 .1%  T F A  aq solution (from  0:1 to  1:0) over 40  m in, w ith  a  flow  rate o f  
lm l/m in . The fractions w itch  purities w ere 95%  or h igher w ere com bined , frozen and 
lyophilized.
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H-Tyr-Gly-Glc-Phe-Leu-OH (1)
320m g o f  resin  w ith  a  loading o f  0 .5m m ol/g w ere  used. B oc-Tyr-G ly-G lc-O H  (676m g, 
1.28m m ol) w as used  in  the th ird  coupling. The title  peptide w as obtained as a  w hite  solid 
(58.4m g, 66% ). *H NM R (300 M H z, CD3OD ) □  (ppm ) 7.26-7.16 (m, 5H), 7 .09 (d, 2H , J =
8.5 H z), 6.76 (d, 2H , J =  8.5 H z), 4.72 (dd, 1H, J =  5.0 e t 9.5 Hz), 4.63 (d, 1H, J =  15.0 
H z), 4 .42  (br, 2H ), 3.20-3.11 (m , 2H ), 2 .98-2.90 (m , 2H ), 1.65-1.59 (m , 3H), 0 .90 (dd, 6H, 
J =  6 .0  e t 14.0 Hz). 13C NMR (75 M H z, CD3O D ) □ (ppm ) 174.3, 172.1, 169.5, 168.3,
167.8, 156.9, 136.7, 130.2, 129.0, 127.9, 126.4, 124.4, 115.4, 62.0, 54.5, 53.9, 50.8, 40.9,
40.1 , 37.5, 36.4, 24 .5 , 21.9, 20.3. IR  (N aCl) □ (cn r* )  3748-2741 ,3423 , 2965, 1653, 1457. 
M ALDI-TO F (m /e, rel intensity) 556.7 (MET, 100). [D J d 20 +14.9 (c =  0.94, C H 3OH )
OH
.OH
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*2 ï ï  D û n  D D  0
CO CD O 05 h- O  CO O  CD oo
Ü  Ù
{ i l i i | i i i i | i i n | i i i i | i i i i | i i i n r i r i | in i ' | i m r m v ) r n n ' i i H | 'i i n i i T i i p n n r r n { > m  ; m i \ n n i r r n  j r r t r ’n  n  i | r T i i r r r r r p r i T H T rT | T n  1 1 1 11 1 | i 11 » [ n i i | i n  i p  m i ;
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Û Ü
134
H-Tyr-Glc-Gly-Phe-Leu-OH (2)
750mg of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250mmol/g were used. Boc-Tyr-Glc-OH 
(296mg, 0.750mmol) was used in the fourth coupling. The title peptide was obtained as a 
white solid (46.3mg, 44%). *H NMR (300 MHz, CD3OD) 6 (ppm) 8.40 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 
7.97 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.24-7.14 (m, 5H), 7.08 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.76 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 
4.76-4.64 (m, 2H), 4.41-4.31 (m, 2H), 3.97-3.67 (m, 3H), 3.10-3.02 (m, 2H), 2.90-2.82 (m, 
1H), 1.67-1.59 (m, 3H), 0.91 (dd, 6H,7 = 6.0 et 12.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD) Ô (ppm)
174.3, 172.1, 169.3, 168.3, 167.8, 157.0, 136.8, 130.2, 128.9, 128.0, 126.3, 115.5, 115.4,
63.1, 61.2, 54.2, 53.9, 50.7, 41.4, 40.1, 37.5, 24.5, 24.5, 21.9, 20.4. IR (NaCl) v (cm 1) 3600- 
2550, 3290, 2963, 1645, 1513. MALDI-TOF (m/e, re! intensity) 556.9 (MH+, 100). [a ]D20 - 
1.88 (c = 0.55, CH3OH)
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H-Tyr-Gly-Gly-Pla-Leu-OH (3)
1.00g of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250 mmol/g was used. Fmoc-Gly-Pla-OH 
(445mg, l.OOmmol) was used in the second coupling. A white solid was obtained (60.5mg, 
43%). iH  NMR (300 MHz, CD3OD) Ô (ppm) 7.26-7.18 (m, 5H), 7.07 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.74 
(d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.25 (dd, 1H, J = 4.0 et 8.0 Hz), 4.47-4.38 (m, 1H), 4.02-3.77 (m, 5H), 
3.17-3.07 (m, 3H), 2.94 (dd, 1H, J = 8.0 et 13.0 Hz), 1.61-1.56 (m, 3H), 0.86 (dd, 6H, J = 6.0 
et 11.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD) Ô (ppm) 174.2, 170.3, 170.0, 168.9, 168.7, 156.8,
135.9, 130.1, 129.3, 128.0, 126.5, 124.6, 115.4, 74.6, 54.6, 50.3, 41.5, 40.4, 39.9, 37.2,
36.2, 24.3, 22.0, 20.3. IR (NaCI) v (cm 1) 3695-2518, 3259, 2954, 1668, 1513. MALDI-TOF 
(m/e, rel intensity) 556.9 (MH+, 100). [a ]D20 +9.7 (c = 0.99, CH3OH)
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H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Hica-OH (4)
1.00g of Tenta Gel R PHB resin with a loading of 0.100mmol/g was used. Fmoc-Phe-Hica- 
OH (251mg, 0.500mmol) was used in the initial coupling. The title peptide was obtained as 
a white solid (51.0mg, 91%). *H NMR (300 MHz, CD3OD) 8 (ppm) 7.29-7.16 (m, 5H), 7.07 
(d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.75 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.03-4.97 (m, 1H), 4.74-4.69 (m, 1H), 4.02-3.73 
(m, 5H), 3.11 (dd, 1H, J = 6.5 et 14.0 Hz), 3.00-2.88 (m, 2H), 1.82-1.63 (m, 3H), 0.92 (dd, 
6H, J = 6.0 et 9.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3OD) 8 (ppm) 171.2,169.9,169.1,156.8,140.0,
136.9, 130.1, 128.8, 128.1, 126.4, 124.6, 115.4, 71.8, 54.7, 53.6, 41.9, 41.5, 39.5, 36.6,
36.3, 24.4, 22.0, 20.4. IR (NaCl) v (cm 1) 3713-2418, 3281, 2954, 1663, 1513. MALDI-TOF 
(m/e, rel intensity) 557.3 (MH+, 100). [a ]D20 +12.6 (c = 1.03, CH3OH)
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H-Tyr-Sar-Gly-Phe-Leu-OH (5)
750mg of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250mmol/g was used. Sarcosine 
(233mg, 0.750mmol) was used in the fourth coupling. The title peptide was obtained as a 
white solid (47.8mg, 45%). *H NMR (300 MHz, D20 ) 6 (ppm) 7.31-7.20 (m, 5H), 7.13 (d, 2H, 
7=8.5 Hz), 6.84 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 4.71-4.62 (m, 1H), 4.61-4.51 (m, 1H), 4.31-4.21 (m, 1H), 
3.91-3.82 (m, 4H), 3.09-3.07 (m, 4H), 2.83 (s, 3H), 1.56-1.54 (m, 3H), 0.84 (d, 3H, 7=6.0 Hz), 
0.79 (d, 3H, 7=6.0 Hz). 13C NMR (75 MHz,D20) 6 (ppm) 176.3, 172.8, 170.7, 170.5, 155.3,
136.2, 131.1, 129.2, 128.8, 127.2, 125.1, 115.8, 54.7, 51.8, 51.6, 42.2, 41.8, 39.5, 37.2,
36.5, 35.3, 24.3, 22.2, 20,6. IR (NaCl) v (cm'1) 3750-2850 (br), 1653,1210, 1143. MS (m/e, 
rel intensity) 570 (MH+, 100), 304 (20), 282 (32), 214 (59). Exact mass : calculated for 
CzgHsgNsOy: 570.2928, found: 570.2928. [a]Z0D +16.4 (c=0.97, MeOH)
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H-Tyr-Gly-Sar-Phe-Leu-OH (6)
750mg of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250mmol/g was used. Sarcosine 
(233mg, 0.750mmol) was used in the third coupling. The title peptide was obtained as a 
white solid (55.3mg; 52%). *H NMR (300 MHz, MeOH-D4) 6  (ppm) 8.50-8.40 (m, 1H), 8.27- 
8.17 (m, 1H), 8.00-7.91 (m, 1H), 7.26-7.17 (m, 5H), 7.09 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 6.75 (d, 2H, 7=8.5 
Hz), 4.82-4.71 (m, 1H), 4.43-4.40 (m, 1H), 4.23-3.57 (m, 5H), 3.20-3.12 (m, 2H), 2.97-2.74 
(m, 2H), 2.86 (s, 3H), 1.69-1.62 (m, 3H), 0.93 (d, 3H, 7=6.0 Hz), 0.89 (d, 3H, 7=6.0 Hz) 13C 
NMR (75 MHz, MeOH-D4) 6  (ppm) 174.3, 172.1, 169.5, 168.9, 168.8, 156.9, 137.0, 130.1,
129.0, 128.0, 126.3, 124.6, 115.4, 54.3, 50.7, 40.1, 37.8, 37.5, 36.2, 34.5, 33.9, 24.5, 22.0,
20.4 IR (NaCl) v (cm'1) 3575-2665 (br), 1660,1461,1203,1140. MS (m/e, rel intensity) 570 
(MH+, 100), 304 (43), 282 (45), 214 (83) Exact mass : calculated for C29H39NSO7: 570.2928, 
found: 570.2929 [a]Z0D +3.0 (c=1.82, MeOH)
01» n 7 6  5  « 3 ? I
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H-Tyr-Gly-Gly-(NMe)Phe-Leu-OH (7)
600mg of Tenta Gel S PHB resin with a loading of 0.250mmol/g was used. Fmoc- 
(NMe)Phe-OH (250mg, 0.600mmol) was used in the second coupling. The title peptide 
was obtained as a white solid (32.6mg, 38%). -^H NMR (300 MHz, D2 O) 6  (ppm) 7.33-7.21 
(m, 5H), 7.12 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 6.83 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 5.22-5.17 (m, 1H), 4.47-4.28 (m, 1H), 
4.19-4.15 (m, 1H), 4.01-3.79 (m, 4H), 3.30-3.02 (m, 4H), 2.88 (s, 3H), 1.63-1.58 (m, 3H), 
0.85 (d, 3H, 7=6.5 Hz) 0.81 (d, 3H, 7=6.5 Hz) 13C NMR (75 MHz, D2 O) 6  (ppm) 176.2, 172.1,
170.8, 170.5, 155.2, 136.8, 130.8, 129.2, 129.0, 128.7, 126.9, 125.4, 115.8, 59.6, 54.5,
51.4, 42.1, 41.1, 39.0, 35.9, 33.4, 24.4, 22.2, 20.3 IR (NaCl) v (cm 'l) 3610-2530 (br), 1669, 
1203,1139 MS (m/e, rel intensity) 570 (MH+, 34), 301 (39), 158 (61), 141 (100) Exact mass 
: calculated for C29H39NSO7: 570.2928, found: 570.2933. [a]20D -2.0 (c=1.31, MeOH).
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H-Tyr-Gly-Gly-Phe-(NMe)Leu-OH (8)
LiOH (26.0 mg, 0.612 mmol) dissolved in H20  (4 mL) was added to Boc-Tyr(tBu)-Gly-Gly- 
Phe-(NMe)Leu-OMe (113mg, 0.153mmol) dissolved in THF (4 mL). The mixture was stirred 
for 4 h at rt. The solvents were evaporated under reduced pressure. This crude solid was 
immediately dissolved in DCM (5ml), TFA (2ml) and TIPS (0.5mL). The reaction was stirred 
at rt for 2h and was concentrated under vacuum. The crude peptide was purified using 
preparative RP-HPLC with a C18 column and using ACN gradient in a 0.1% TFA aq solution 
(from 1:9 to 2:3). The purity of all fractions was analyzed using an analytical HPLC, 
detecting at 214 nm, with a C18 column. All pure fractions were combined, frozen and 
lyophilized. The title compound was obtained as a white solid (18.1mg, 21%). 1H NMR 
(300 MHz, CD3OD) Ô (ppm) 7.32-7.17 (m, 5H), 7.13 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.80 (d, 2H, J = 8.5 
Hz), 5.20-5.04 (m, 1H), 4.14-3.73 (m, 6H), 3.50-3.41 (m, 1H), 3.29-3.11 (m, 2H), 3.04-2.92 
(m, 2H), 2.98 (s, 3H), 1.79-1.68 (m, 2H), 1.54-1.40 (m, 1H), 0.90 (dd, 1H, J =6.5, 11.5 Hz). 
13C NMR (75 MHz, CD3OD) Ô (ppm) 172.9, 169.9, 169.6, 169.4, 156.9, 136.5, 130.1, 129.0,
128.2, 126.5, 124.5, 115.5, 55.1, 54.8, 51.1, 42.5, 41.6, 37.0, 36.8, 36.3, 30.7, 24.5, 22.2,
20.4. IR (NaCI) v (cm 1) 3573-2502 (br), 32i86, 3072, 2956, 1671, 1518, 1201, 1134. MS 
(m/e, rel intensity) 570 (M +, 100), 552 (14). Exact mass : calculated for C29H39N5O7: 
570.2928, found: 570.2934. [a ]D20 -5.92 (c = 0.49, CH3OH)
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H-Tyr//Gly-Gly-Phe-Hica-OH (9)
1 g of Wang resin with a loading of 0.7 mmol/g was used. Fmoc-Phe-Hica-OH (703 mg, 
1.40 mmol) was used in the first coupling, then Fmoc-Gly-OH (648 mg, 2.18 mmol) in the 
second and then the ô (|3,y-Unsatu rated) Boc-Tyr(tBu) carboxylic acid (657 mg, 1.74 
mmol) in the third coupling. The title peptide was obtained as a white solid (5 mg, 2 %). 1H 
NMR (300 MHz, CDCI3 ) ô (ppm) 8.32 (d, 1H, 7=8.0 Hz), 7.28-7.16 (m, 5H), 7.01 (d, 2H, 
7=8.5 Hz), 6.72 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 5.76 (dt, 1H, 7=8.5, 15.5, Hz), 5.57 (dd, 1H, 7=8.0, 15.5 Hz), 
5.016 (dd, 1H, 7=3.5, 9.5 Hz), 4.73-4.69 (m, 1H), 3.88-3.78 (m, 3H), 2.98-2.77 (m, 6 H), 0.94 
(d, 3H, 7=6.0 Hz), 0.91 (d, 3H, 7=6.0 Hz) 13C NMR (75 MHz, CDCI3) ô (ppm) 172.1, 171.9,
171.1, 169.9, 156.4, 136.8, 130.2, 129.8, 128.9, 128.1, 126.4, 125.7, 115.2, 71.5, 54.6,
53.6, 41.5, 39.5, 38.3, 36.6, 24.4, 22.0, 20.5. IR (NaCl) v (cm 1) 2375, 2347, 1754, 1559, 
1503, 1192,1072. MS (m/e, rel intensity) 540 (MH+, 71), 530 (32), 529 (100).Exact mass : 
calculated for C29H38N30 7: 540.2710, found: 540.2703. [a l20D -18.76 (c=1.70, MeOH)
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H-Tyr//Gly-Gly-Phe-(NMe)Leu-OH (10)
LiOH (23.2 mg, 0.968 mmol) dissolved in H20  (5 mL) was added to Boc-Tyr(tBu)//Gly-Gly- 
Phe-(NMe)Leu-OMe (175 mg, 0.242 mmol) dissolved in THF (5 mL). The mixture was 
stirred for 4 h at rt. The solvents were evaporated under reduced pressure. TFA (5 mL), 
DCM (5 mL) and TiPS (0.25 mL) were added and the mixture was stirred for 1 h 30 min at 
rt, prior to concentration in vacuo. The resulting residue was purified using preparative 
HPLC to yield title compound as a white solid (26.1 mg, 20 %). *H NMR (300 MHz, CDCU ) Ô 
(ppm) 8.09 (d, 1H, 7=8.0 Hz), 7.28-7.15 (m, 5H), 7.01 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 6.72 (d, 2H, 7=8.5 
Hz), 5.75 (dt, 1H, 7=7.0 Hz, 15.5 Hz), 5.57 (dd, 1H, 7=8.0,15,5 Hz), 5.15-5.01 (m, 2H), 3.88- 
3.82 (m, 1H), 3.78 (s, 2H), 3.33 (s, 2H), 3.09 (dd, 1H, 7=6.0,13.5 Hz), 2.98 (d, 2H, 7=7.0 Hz), 
2.91 (s, 3H), 2.89-2.76 (m, 3H), 1.73-1.66 (m, 2H), 1.43 (sept, 1H, 7=7.0 Hz), 0.90 (d, 3H, 
7=6.50 Hz), 0.85 (d, 3H, 7=6.50 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 5 (ppm) 172.9, 172.5, 171.9,
169.4, 156.5, 136.3, 130.2, 129.8, 129.1, 128.1, 126.5, 125.7, 115.2, 54.9, 54.6, 51.0, 41.7,
38.3, 37.1, 36.8, 30.5, 24.5, 22.2, 20.4. IR v (cnr1) 2991, 2954,1664, 1633, 1464. MS (m/e, 
ref intensity) 575 (MNa+, 100) 553 (MH+, 41), 413 (34), 310 (35), 249 (35), 236 (47). Exact 
mass : calculated for C30H41N4O6: 553.3026, found: 553.3028. [a]20D +18.2 (c=3.80, MeOH)
OH
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L-(-)-3-Phenyllactic acid (H-Pla-OH) (11)
L-Phenylalanine (15.0g, 90.9mmol) was dissolved in sulfuric acid (200ml, 2M) and sodium 
bromide (22.7g, 220mmol) was added. The mixture was stirred at -10°C and sodium nitrite 
(15.2 g, 220 mmol) was then added slowly. The reaction was allowed to reach rt and was 
stirred for 3h. The crude mixture was extracted with ethyl ether (3 x 75mL). The organic 
phases were pooled, concentrated under vacuum and purified by flash chromatography 
on silica gel using EtOAc and hexanes (3:7). The bromide (17.0g, 74.0mmol) obtained was 
immediately dissolved in water (lOOmL) and sodium carbonate (8.65g, 82.0mmol) was 
added slowly. The reaction was refluxed for 4h. The resulting mixture was washed with 
ethyl ether. The aqueous phase was acidified using HCI IN  until pH = 2 and was extracted 
with ethyl ether (3 x 50mL). The combined organic phases were dried (MgS04). The crude 
product was crystallised using ethyl ether and hexanes. A white crystalline solid was 
obtained (6.23g, 41%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.36-7.24 (m, 5H), 4.53 (dd, 1H, J = 4.5 et 7.0 Hz), 3.21 
(dd, 1H, J = 4.5 et 14.0 Hz), 3.00 (dd, 1H, J = 7.0 et 14.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) ô 
(ppm) 177.2, 138.5, 129.5, 128.6, 127.2, 70.9, 40.2. IR (NaCI) v (cm 1) 3450-2395, 3368, 
2927,1731, 1090. MS (m/e, rel intensity) 184 (MH4+, 23), 149 (9), 108 (26), 91 (100). Exact 
mass : calculated for CgHwNxOa: 184.0974, found: 184.0974. [a ]D20 -33.8 (c = 0.98, CHCI3)
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L-(-)-2-Hydroxyisocaproic acid (H-Hica-OH) (12)
L-leucine (18.1g, 138mmol) was dissolved in a sulfuric acid solution (IN , 324mL, 324mmol) 
and the temperature was lowered to -5 °C. Sodium nitrite (70.7g, 1.02mol) was dissolved 
in water (300mL) and was added dropwise to the mixture. The reaction was stirred at rt 
for 65h. Brine (300mL) was added and the crude mixture was extracted with ethyl acetate 
(3 x 250mL). The organic phases were combined and dried (MgS04). The title compound 
was obtained as a white solid (14.6g, 80%). 1H NMR (300 MHz, CDCI3) 6 (ppm) : 7.70 -  
6.10 (br, 2H), 4.28 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 2.00 -1 .70  (m, 1H), 1.62 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 0.96 (d, 6 H, 
J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 8 (ppm) : 180.4, 68.9, 43.1, 24.4, 23.2, 21.4. IR (NaCI) 
v (cm-1) : 3421, 2953, 2623, 1711,1267. MS (m/e, re I intensity) : 150 (MNH4+, 100), 99 (6 ), 
85 (10). Exact mass : calculated for C6H16NO3 :150.1130, found: 150.1127. [a]o20 +6.0 (c = 
0.15, CHCI3)
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H-Pla-OBn (general protocol for benzyl protection) (13)
Phenyllactic acid (5.90g, 35.5mmol), benzyl bromide (4.64ml., 39.1mmol) and 
triethylamine (4.31g, 42.6mmol) were dissolved in acetone (50mL). The reaction was 
refluxed for 16h. The crude mixture was filtered and concentrated under vacuum. The 
crude solid was dissolved in ethyl acetate (lOOmL) and washed with water (3 x 50mL). The 
aqueous phases were combined and were extracted with ethyl acetate (3 x 50mL). All the 
organic phases were combined and dried (MgS0 4 ). The crude mixture was purified by 
flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (3:17). The title compound 
was obtained as colorless oil (8.60g, 95%).
!H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.39-7.13 (m, 10H), 5.18 (s, 2H), 4.50 (dd, 1H, J = 4.5 et
6.5 Hz), 3.12 (dd, 1H, J = 4.5 et 14.0 Hz), 2.98 (dd, 1H, J = 6.5 et 14.0 Hz), 2.71 (d, 1H, J =
6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) ô (ppm) 174.1, 136.2, 135.1, 129.6, 129.5, 128.7, 128.7,
128.4, 126.9, 71.3, 67.4, 40.5. IR (NaCI) v (cm 1) 3486, 3027, 2950, 1740, 1454. MS (m/e, 
rel intensity) 274 (MH4+, 100), 228 (8 ), 108 (17). Exact mass : calculated for Ci6H2oNi03: 
274.1443, found: 274.1447. [a ] D20 -45.0 (c = 3.55, CHCI3)
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H-Hica-OBn (14)
The title product was obtained using our general protocol for benzyl protection 
Hydroxyisocaproic acid (104mg, 0.780mmol) with benzyl bromide (O.lOmL, 0.84mmol). 
The crude mixture was purified by flash chromatography on silica gel using acetic acid, 
ethyl acetate and hexanes (1:10:90). The title compound was obtained as light yellow oil 
(143mg, 83%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) 5 (ppm) : 7.46 - 7.30 (m, 5H), 5.21 (s, 2H), 3.56 (dd, 1H, J = 6.0 
Hz et J = 7.0 Hz), 2.95 -  2.45 (br, 1H), 2.00 -  1.70 (m, 1H), 1.65 -  1.45 (m, 2H), 0.94 (dd, 
6 H, J = 3.0 Hz et J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) Ô (ppm) : 175.8, 135.2, 128.7,128.6,
128.3, 69.2, 67.3, 43.4, 24.4, 23.2, 21.5. IR (NaCI) v  (cm 1) : 3498, 3032, 2958, 1730. MS 
(m/e, rel intensity): 223 (MH+, 39), 181 (13), 131 (11), 91 (100). Exact mass : calculated for 
C13H19NO3 : 223.1334, found : 223.1328. [a ] D20 +14.6 (c = 0.21, CHCI3)
Boc-Gly-Glc-OBn (general protocol for estérification) Glc: glycolic acid (20)
Boc-Gly-OH (4.60g, 26.2mmol), benzyl glycolate (3.69g, 22.2mmol) and DMAP (271mg, 
2.20mmol) were dissolved in DCM (75mL). DIC (4.12 mL, 26.2 mmol) was added dropwise 
at 0°C. The reaction was allowed to warm up to rt and was stirred for 16h. The reaction 
was filtered on Celite and adsorbed on silica gel. The mixture was purified by flash 
chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (3:7). The title compound was 
obtained as a white solid (6.58g, 91%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) 6  (ppm) 7.38-7.34 (m, 5H), 5.19 (s, 2H), 5.01 (br, 1H), 4.72 (s, 
2H), 4.04 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 1.45 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) ô (ppm) 170.0, 167.3,
155.7, 134.9, 128.6, 128.5, 128.3, 79.9, 67.2, 61.0, 42.1, 28.3. IR (NaCl) v (cnr1) 3380, 
2965, 1701, 1219. MS (m/e, ret intensity) 341 (MH4+, 22), 285 (100), 223 (72), 91 (15). 
Exact mass : calculated for Ci6H25N20 6: 341.1712, found: 341.1718.
O
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Boc-Tyr(tBu)-Glc-OBn (19)
The title product was obtained using our general protocol for estérification coupling Boc- 
Tyr(tBu)-OH (2.50g, 7.40mmol) with benzyl glycolate ( l . l lg ,  6.70mmol). The crude 
mixture was purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (1:4). 
The title compound was obtained as colorless oil (3.42g, 100%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) 8  (ppm) 7.37-7.33 (m, 5H), 7.07 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.90 (d, 2H, J 
= 8.5 Hz), 5.20 (s, 2H), 4.90-4.58 (m, 4H), 3.18 (dd, 1H, J = 5.5 et 14.0 Hz), 2.96 (dd, 1H, J =
7.0 et 14.0 Hz), 1.39 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 8  (ppm) 171.6, 167.2, 
155.1, 154.4, 134.9, 129.9, 128.7, 128.6, 128.5, 124.2, 80.0, 67.2, 61.2, 54.1, 37.4, 28.8,
28.3. IR (NaCl) v (cnr1) 3372, 2981, 1754, 1718, 1495, 1154. MS (m/e, rel intensity) 503 
(MH4+, 13), 447 (83), 386 (100), 107 (29). Exact mass : calculated for C27H39N20 7: 
503.2757, found: 503.2767. [a ] DZ0 +4.0 (c = 1.76, CHCI3)
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Boc-Gly-Glc-OBn (21)
The title product was obtained using our general protocol for estérification coupling Boc- 
Gly-OH (3.30g, 18.9mmol) with H-Pla-OBn (4.40g, 17.2mmol). The crude mixture was 
purified by flash chromatography on silica gel using ethyl ether and hexanes (2:3). The title 
compound was obtained as colorless oil (7.61g, 100%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.36-7.14 (m, 10H), 5.30 (dd, 1H, J = 5.0 et 8.0 Hz), 5.14 
(s, 2H), 4.92 (br, 1H), 3.98-3.95 (m, 2H), 3.18 (dd, 1H, J = 5.0 et 14.0 Hz), 3.11 (dd, 1H, J =
8.0 et 14.0 Hz), 1.44 (s, 9H). NMR (75 MHz, CDCI3) ô (ppm) 169.9, 169.0, 155.6, 135.3,
135.0, 129.4, 128.6, 128.5, 128.5, 128.3, 79.9, 73.5, 67.2, 42.2, 37.2, 28.3. IR (NaCl) v (cnr 
x) 3422, 2977, 1754, 1718, 1168. MS (m/e, rel intensity) 431 (MH4+, 24), 375 (100), 314 
(46), 274 (73). Exact mass : calculated for C23H31N20 6: 431.2182, found: 431.2172. [a ] D20 - 
17.1 (c = 2.39, CHCI3)
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Boc-Phe-Hica-OBn (22)
The title product was obtained using our general protocol for estérification coupling Boc- 
Phe-OH (2.00g, 7.70mmol) with H-Hica-OBn (1.55g, 7.00mmol). The crude mixture was 
purified by flash chromatography on silica gel using ethyl acetate and hexanes (1:9). The 
title compound was obtained as colorless oil (3.31g, 100%).
iH NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.40-7.18 (m, 10H), 5.19 (s, 2H), 5.13 (dd, 1H, J = 4.0 et
9.0 Hz), 4.86 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 4.61 (dd, 1H, J = 7.5 et 14.0 Hz), 3.22 (dd, 1H, J = 5.5 et
14.0 Hz), 2.93 (dd, 1H, J = 7.5 et 14.0 Hz), 1.83-1.60 (m, 3H), 1.38 (s, 9H), 0.90 (t, 6 H, J = 6.0 
Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) ô (ppm) 171.8, 170.2, 155.1, 136.1, 135.2, 129.5, 128.6,
128.5, 128.4, 128.3, 126.9, 79.9, 71.8, 67.1, 54.1, 39.7, 37.9, 28.3, 24.5, 23.0, 21.6. IR 
(NaCI) v (cm-1) 3386, 2959, 1754, 1718, 1500, 1172. MS (m/e, rel intensity) 487 (MH4+, 6 ), 
431 (52), 370 (100), 282 (33). Exact mass : calculated for C27H39N20 6: 487.2808, found: 
487.2819. [a ] D20 -12.2 (c = 2.54, CHCI3)
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Boc-Tyr(tBu)-Glc-OH (23)
The title product was obtained using our general protocol for benzyl ester hydrogenolysis 
on Boc-Tyr(tBu)-Glc-OBn (1.70g, 3.50mmol). A colorless oil was obtained (1.20g, 87%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.08 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.90 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.79- 
4.60 (m, 3H), 3.17 (dd, 1H, J = 5.5 et 14.0 Hz), 3.00 (dd, 1H, J = 7.5 et 14.0 Hz), 1.39 (s, 9H),
1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 5 (ppm) 176.6, 176.1, 171.1, 155.4, 154.1, 130.8, 
129.8, 124.2, 80.4, 78.7, 60.9, 54.3, 37.3, 28.8. IR (NaCI) v (cm 1) 3609-2359, 3327, 2977, 
1718, 1513, 1159. MS (m/e, re/ intensity) 413 (MH4+, 12), 357 (100), 296 (63), 240 (51). 
Exact mass : calculated for C2oH33N207: 413.2288, found: 413.2278. [a]o20 +17.7 (c = 1.25, 
CHCI3)
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Boc-Gly-Pla-OH (24)
The title product was obtained using our general protocol for benzyl ester hydrogenolysis 
on Boc-Gly-Pla-Obn (5.00g, 12.1mmol). A white solid was obtained (4.55g, 94%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 8.52 (br, 1H), 7.33-7.21 (m, 5H), 5.31 (br, 1H), 5.01 (br, 
1H), 3.95 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 3.84 (br, 1H), 3.25 (dd, 1H, J = 4.0 et 14.0 Hz), 3.12 (dd, 1H, J =
8.5 et 14.0 Hz), 1.43 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) Ô (ppm) 173.1, 169.9, 155.9, 135.6, 
129.3, 128.6, 127.1, 80.4, 73.4, 42.1, 37.1, 28.3.IR (NaCI) v (cm 1) 3563-2386, 3422, 2981, 
1722, 1163. MS (m/e, rel intensity) 341 (MH4+, 11), 285 (31), 184 (54), 137 (100). Exact 
mass : calculated for C16H25N20 6: 341.1712, found : 341.1718. [a lD20 +15.6 (c = 2.32, 
MeOH)
J f
t -  moo m 
P. o
■sr
CM
oo
GO o
6.5 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.57.5 7.0 6.06.0
153
Boc-Phe-Hica-OH (25)
The title product was obtained using our general protocol for benzyl ester hydrogenolysis 
on Boc-Phe-Hica-OBn (3.00g, 6.39mmol). A white solid was obtained (2.41g, 99%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) 8 (ppm) 7.32-7.20 (m, 5H), 5.17-5.13 (m, 1H), 4.92 (d, 1H, J =
8.0 Hz), 4.61 (q, 1H, J = 7.0 Hz), 3.25 (dd, 1H, J = 5.5 et 14.0 Hz), 3.03 (dd, 1H, J = 7.0 et
14.0 Hz), 1.86-1.66 (m, 3H), 1.39 (s, 9H), 0.93 (t, 6H, J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 8 
(ppm) 175.3, 175.0, 171.7, 155.3, 135.9, 129.5, 128.5, 126.9, 80.2, 71.4, 56.0, 54.1, 39.6,
38.4, 37.8, 28.2, 24.5, 23.0, 21.5. IR (NaCI) v (cm 1) 3554-2290, 3322, 2963, 1727, 1168. 
MS (m/e, rel intensity) 397 (MH4+, 8), 341 (100), 280 (61), 120 (72). Exact mass : calculated 
for C20H33N2O6: 397.2338, found: 397.2332. [a ]D20 -9.5 (c = 1.04, CHCI3)
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Fmoc-Gly-Pla-OH (general protocol for Fmoc protection) (26)
Boc-Gly-Pla-OH (1.52g, 3.80mmol) was dissolved in DCM (8mL) and TFA (2mL). The 
solution was stirred for lh  at rt. The resulting mixture was concentrated under vacuum 
and dried under vacuum using toluene (3 x 50mL). The crude salt obtained was dissolved 
water (8mL) and sodium carbonate (1.30g, 15.2mmol) was added. A solution of Fmoc-CI 
(1.03g, 3.99mmol) in THF (5mL) was added slowly to the aqueous mixture at 0°C. The 
reaction was allowed to warm at rt and stirred for 16 h. The THF in the mixture was 
evaporated under vacuum. The resulting mixture was diluted in water (150mL), acidified 
with IN  HCI to reach pH 2 and extracted using ethyl acetate (3 x 60mL). The organic 
extract were combined, dried (MgSCU). The crude compound was purified by flash 
chromatography on silica gel eluting with ethyl acetate, hexanes and acetic acid (40:59:1) 
to yield the title compound as a white solid (2.00g, 100%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.75 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.57 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.39 (d, 
2, J = 7.5 Hz), 7.32-7.19 (m, 7H), 5.33 (dd, 1H, J = 4.0 et 8.5 Hz), 5.24 (t, 1H, J = 5.0 Hz), 4.38 
(t, 2H, J = 7.0 Hz), 4.20 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 4.03 (d, 1H, J = 5.5 Hz), 3.96 (br, 1H), 3.26 (dd, 1H, 
J = 4.0 et 14.0 Hz), 3.13 (dd, 1H, J = 8.5 et 14.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) Ô (ppm)
177.7, 173.1, 169.8, 156.8, 143.8, 141.3, 135.6, 129.4, 128.7, 127.8, 127.3, 127.3, 125.2,
120.1, 73.5, 67.5, 47.1, 42.6, 37.1. IR (NaCI) v (cm 1) 3577-2272, 3404, 3022, 2950, 1727, 
1177. MS (m/e, rel intensity) 463 (MH4+, 38), 315 (28), 224 (93), 179 (100). Exact mass : 
calculated for C26H27N20 6: 463.1869, found: 463.1879. [a ]D20 -6.99 (c = 2.75, CHCI3)
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Fmoc-Phe-Hica-OH (27)
The title product was obtained using our general protocol for Fmoc protection on Boc- 
Phe-Hica-OH (2.14g, 5.64mmol). The crude compound was purified by flash 
chromatography on silica gel eluting with ethyl acetate, hexanes and acetic acid (20:79:1) 
to yield the title compound as a white solid (2.13g, 75%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.75 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.52 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 7.39 (t, 2, 
J = 7.0 Hz), 7.32-7.16 (m, 7H), 5.25 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 5.17-5.13 (m, 1H), 4.73 (dd, 1H, J =
7.0 et 13.5 Hz), 4.40-4.27 (m, 3H), 4.18 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 3.30 (dd, 1H, J = 5.5 et 14.0 Hz),
3.07 (dd, 1H, J = 7.0 et 14.0 Hz), 1.88-1.68 (m, 3H), 0.94 (t, 6H, J = 6.5 Hz). 13C NMR (75 
MHz, CDCI3) 8 (ppm) 175.5, 171.8, 156.0, 143.8, 143.7, 141.3, 135.8, 129.6, 128.6, 127.8,
127.2, 127.1, 120.0, 71.6, 67.3, 54.7, 47.1, 39.6, 37.9, 24.6, 23.1, 21.6. IR (NaCI) v (cm 1) 
3490-2950, 3322, 2959, 1722, 1181. MS (m/e, rel intensity)502 (MH+, 7), 280 (100), 178 
(89), 120 (52). Exact mass : calculated for C30H32N1O6: 502.2229, found: 502.2237. [a ]D20 -
11.8 (c = 1.26, CHCI3)
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Boc-Tyr(tBu)-OPfp
Pentafluorophenol (1.50g, 7.40mmol) and HOBt (201mg, 1.48mmol) were added to 
solution of Boc-Tyr(tBu)-OH (2.50g, 7.40mmol) in ethyl acetate (lOOmL). DIC (1.20mL, 
8.14mmol) was added dropwise and the mixture was stirred for 16h at rt. The reaction 
was filtered. The resulting organic phase was washed with saturated aq NaHCC>3 (lOOmL) 
and H2O (2 x lOOmL). The combined organic phases were dried (MgS04) and adsorbed on 
silica gel. The mixture was purified by flash chromatography on silica gel using EtOAc and 
hexanes (1:9). The title compound was obtained as a white solid (2.84g, 77%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.11 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.96 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.95-
4.83 (m, 1H), 3.17 (qd, 2H, J = 17.5 et 5.5 Hz), 1.43 (s, 9H), 1.34 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, 
CDCI3) ô (ppm) 168.5, 154.9, 129.7, 124.4, 80.5, 78.5, 54.4, 37.2, 28.8, 28.2. IR (NaCI) v 
(cm-1) 3365, 2984,1787,1709, 1514. MS (m/e, rel intensity) 521 (MNH4+, 7), 465 (81), 299 
(43), 192 (100). Exact mass : calculated for C24H3oF5N2 0 5 : 521.2075, found: 521.2067. 
[a lD20 -8.9 (c = 1.88, CHCI3)
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Boc-Tyr(tBu)-Gly~GIc*OBn (28)
Boc-Gly-Glc-OBn (500mg, 1.32mmol) was dissolved in DCM (7ml) and TFA (3ml). The 
reaction was stirred for lh  at rt. The resulting mixture was concentrated under vacuum 
and dried under vacuum using toluene (3 x 20mL). The crude product was dissolved in 
water (5mL) and THF (lOmL). Potassium carbonate (365mg, 2.64mmol) was added and the 
mixture was stirred at rt for 5 min. Boc-Tyr(tBu)-OPfp (664mg, l,32mmol) was dissolved in 
THF (20mL) and added to the reaction. The mixture was stirred for 2h at rt. The crude 
mixture was diluted with ethyl acetate (125ml), washed with saturated aq NaHC03 (75mL) 
and water (75mL). The organic phase was dried (MgS04). The crude mixture was purified 
by flash chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes (from 1:3 to 2:3). 
The title compound was obtained as a white solid (640 mg, 81%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.38-7.33 (m, 5H), 7.09 (d, 2H,J = 8.5 Hz), 6.91 (d, 2H, J 
= 8.5 Hz), 6.36 (br, 1H), 5.19 (s, 2H), 4.89 (br, 1H), 4.69 (s, 2H), 4.29 (br, 1H), 3.17 (qd, 2H, J 
= 19.0 et 5.0 Hz), 3.07-2.98 (m, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) Ô 
(ppm) 171.8, 169.0, 167.1, 154.2, 134.9, 131.4, 129.7, 128.6, 128.6, 128.4, 124.3, 80.2, 
67.2, 55.6, 40.9, 37.7, 28.8, 28.2. IR (NaCI) v (cm 1) 3340, 2989, 1752, 1690, 1160. MS 
(m/e, rel intensity) 543 (MH+, 23), 502 (19), 443 (100), 108 (18). Exact mass : calculated for 
C29H39N20 8: 54302706, found: 54302700. [a ]D20 +2.1 (c = 1.69, CHCI3)
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Boc-Tyr(tBu)-Gly-Glc-OH (general protocol for benzyl ester hydrogenolysis) (29)
Palladium 10% on activated charcoal (19 mg, 0.0180 mmol) was placed in a round bottom 
flask and ethyl acetate was added slowly under an argon atmosphere. Hydrogen was 
bubbled in the solution for 10 min. Boc-Tyr(tBu)-Gly-Glc-OBn (100 mg, 0.18 mmol) was 
dissolved in ethyl acetate (5mL) and then added to the palladium suspension. The reaction 
was stirred under a hydrogen atmosphere for 1.5h at rt. The reaction was filtered on 
Celite and concentrated under vacuum. The title compound was obtained as a white solid 
(90.5mg, 95 %).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.08 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.90 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.76 (br, 
1H), 5.16 (s, 2H), 4.67 (s, 2H), 4.52 (br, 1H), 4.17-4.06 (m, 2H), 3.01-2.87 (m, 2H), 1.36 (s, 
9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) Ô (ppm) 172.1, 169.9, 169.0, 156.0, 154.1,
131.3, 129.7, 124.3, 80.9, 60.9, 40.9, 37.9, 28.8, 28.2. IR (NaCl) v (cm 1) 3914-2731, 3402, 
2977, 1661, 1507. MS (m/e, rel intensity) 453 (MH+, 8), 409 (12), 294 (63), 277 (100). 
Exact mass : calculated for C22H33N2C>8: 453.2237, found: 453.2250. [a ]D20 +2.9 (c = 0.80, 
CHCI3)
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H-(NMe)Leu-OMe (34)
SOCI2 (10.8 mL, 148 mmol) was very slowly added to MeOH (100 mL) at a temperature of 
0 °C prior to the addition of HCIH-(NMe)-Leu-OH. The mixture was then stirred overnight 
in a sealed tube at 80 °C. The reaction was then allowed to reach room temperature, and 
the solvent was evaporated under reduced pressure. The resulting white solid and oily 
residue were dissolved in water, and the solution was basified using a saturated aqueous 
solution of NaHC03 until a pH of 8  was reached. The mixture was then extracted with 
diethyl ether (4 x 100 mL). The organic phases were combined, washed with brine, dried 
using MgS04 and filtered. Gaseous hydrogen chloride, prepared by addition of 
concentrated sulfuric acid to sodium chloride, was then bubbled for a period of 2  h in the 
diethyl ether solution. The ether was then evaporated in vacuo to yield title compound as 
a white solid (4.88 g, 95 %).
*H NMR (300 MHz, DMSO d6) 8  (ppm) 4.01 (br, 1H), 3.83 (t, 1H, 7=7.0 Hz), 2.55 (s, 3H), 
2.50 (s, 3H) 1.83-1.62 (m, 3H), 0.91 (d, 6 H, 7=6.0 Hz). *H NMR (300 MHz, D20) ô (ppm) 
4.05-4.00 (m, 1H), 3.80 (s, 3H), 2.70(s, 3H), 1.84-1.62 (m, 3H), 0.89 (d, 6 H, 7=6.0 Hz)13C 
NMR (75 MHz, CD3OD) 8  (ppm) 171.0, 59.1, 38.3, 31.5, 24.6, 23.2, 21.9. IR (NaCI) v (cm’1) 
3651-2259 (br), 3392, 2958, 2885, 1739, 1475, 1215. MS (m /e, rel intensity) 160 (MH+, 
100), 100 (72). Exact mass : calculated for C8Hi8N i0 2: 160.1337, found: 160.1340. [a l20D 
+30.89 (c=1.46, MeOH)
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Boc-Phe-(NMe)Leu-OMe (35)
Boc-Phe-OH (2.36 g, 8.90 mmol) dissolved in DCM (130 mL) was added to a solution of 
HCIH-(Nme)-Leu-OMe (1.73 g, 8.90 mmol) in DiPEA (7.75 mL, 44.5 mmol). HATU (3.72 g, 
9.79 mmol) was added to the resulting mixture, which was stirred overnight at rt. A 
saturated aqueous solution of NH4CI (100 mL) was added and the phases were separated. 
The aqueous phase was extracted with DCM (2 x 100 mL). The organic phases, including 
the one coming from the first separation of the phases, were combined, dried using 
MgS04, filtered and concentrated in vacuo. The oily residue was purified using flash 
chromatography on silica gel eluting with ethyl acetate and dichloromethane (0:1 to 1:9 to 
1:4) to yield title compound as a beige resin (2.99 g, 83 %).
*H NMR (300 MHz, CHCI3) ô (ppm) 7.38-7.20 (m, 5H), 5.35 (dd, 1H, 7=6.0, 10.0 Hz), 4.96-
4.83 (m, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.17-3.07 (m, 1H), 2.98-2.89 (m, 1H), 2.83 (s, 3H), 1.77-1.64 (m, 
3H), 1.44 (s, 9H), 0.93 (dd, 1H, 7=6.5, 9.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CD3O D ) Ô (ppm) 173.1,
172.3, 155.6, 136.6, 129.9, 128.8, 127.2, 80.1, 54.9, 52.5, 39.3, 37.6, 31.4, 28.7, 25.1, 23.7,
21.9. IR (NaCI) v (cm'1) 3343, 2958, 1739, 1708., 1645,1495,1175. Exact mass : calculated 
for C22H34N2Na05: 429.2360, found: 429.2370. [a l200 -16.27 (c=3.33, CHCI3)
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Boc-Tyr(tBu)-Gly-OMe (general protocol for glycine coupling) (30)
H-Gly-OMe ( l . l lg ,  8.85mmol) was dissolved in 1M NaHCÜ3 (50mL) and extracted with 
DCM (3 x 50mL). The combined organic phases were dried (MgS04) and concentrated 
under vacuum to a volume of lOmL. Boc-Tyr(tBu)-OH (2.00g, 5.90mmol) and HOBt 
(160mg, 1.18mmol) were dissolved DCM (60mL) and added to the solution. DIC (l.lOmL, 
7.08mmol) was added dropwise and the reaction was stirred at rt for 16h. The crude 
mixture was concentrated under vacuum and dissolved in ethyl ether (150mL). The 
organic phase was washed with aqueous saturated NaHCC>3 (2 x lOOmL), 0.5N HCI (2 x 
lOOmL), water (lOOmL) and was dried (MgS04). The crude compound was purified by flash 
chromatography on silica gel eluting with ethyl acetate and hexanes (1 :1 ) to yield the title 
compound as a white solid (2.92g, 100%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) 6  (ppm) 7.13 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 6.95 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 5.06 (br, 
1H), 4.39 (br, 1H), 4.75 (dd, 1H, 7=5.5, 18.5Hz), 4.95 (dd, 1H, 7=5.0, 18.5Hz), 3.76 (s, 3H), 
3.15-2.90 (m, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.36 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3 ) ô (ppm) 172.7,
171.9, 155.2, 136.2, 129.6, 128.5, 128.4, 126.8, 79.7, 54.5, 52.1, 51.6, 38.9, 37.1, 30.9,
30.3, 28.2, 24.6, 23.76, 21.5. IR (NaCI) v (cm 1) 3323, 2982, 1759, 1662, 1509, 1169. MS 
(m/e, rel intensity) 408 (M+, 2), 235 (100), 190 (48). Exact mass : calculated for 
C21H32N20 6: 408.2260, found: 408.2252. [a lZ0D +2.83 (c=2.40, CHCI3)
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Boc-Tyr(tBu)-Gly-OH (general methyl ester hydrolysis protocol)
Boc-Tyr(tBu)-Gly-OMe (2.32g, 5.90mmol) was dissolved in THF (90ml). LiOH (990mg, 
23.6mmoles) was dissolved in water (lOmLO and was added to the reaction witch was 
stirred for 16h at rt. The resulting mixture was concentrated under vacuum, diluted in H20  
(100ml) and was washed with ethyl ether (3 x 20 ml). The aqueous phase was acidified 
with IN  HCI to reach pH 4 and extracted with ethyl acetate (3 x 50 ml). The organic extract 
were combined, dried (MgS04) and concentrated under vacuum to yield the title 
compound as a white solid (2.20g, 98%).
iH  NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.13 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 6.95 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 5.34 (br, 
1H), 4.59 (br, 1H), 4.18-4.05 (m, 1H), 3.91 (dd, 1H, 7=4.0, 18.5Hz), 3.02 (br, 2H), 1.40 (s, 
9H), 1.35 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 8 (ppm) 172.0, 155.9, 154.0, 131.4, 129.7,
124.4, 80.7, 78.6, 55.5, 41.3, 38.2, 28.8, 28.2. IR (NaCI) v (cm 1) 3375-2592, 3285, 2928, 
2928, 1672, 1642, 1525, 1215, 1159. MS (m/e, rel intensity) 394 (M +, 1), 221 (100), 176 
(95). Exact mass : calculated for C2oH3oN206: 394.2112, found: 394.2104. [a lZ0D +2.27 
(c=1.26, CHCI3)
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Boc-Tyr(tBu)-Gly-Gly-OMe (31)
The title product was obtained using our general protocol for glycine coupling with Boc- 
Tyr(tBu)-Gly-OH (2.10g, 5.33mmol). The crude mixture was purified by flash 
chromatography on silica gel using ethyl acetate and hexanes (9:1). The title compound 
was obtained as a white solid (2.54g, 100%).
!H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.13 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.04-6.97 (m, 2H), 6.94 (d, 2H, J 
= 8.5 Hz), 5-26 (d, 1H, J = 7.0 Hz), 4.33 (q, 1H, J = 7.0 Hz), 4.04 (dt, 2H, J = 6.0,17.0 Hz), 3.91 
(dd, 2H, J = 6.0, 17.0 Hz), 3.75 (s, 3H), 3.11 (dd, 1H, J = 6.5, 14.0 Hz), 2.96 (dd, 1H, J = 8.0,
14.0 Hz), 1.40 (s, 9H), 1.34 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) Ô (ppm) 172.2, 170.1, 169.2,
155.8, 154.3, 131.2, 129.7, 124.3, 80.4, 78.5, 56.4, 52.3, 42.9, 41.0, 37.4, 29.7, 28.8, 28.2. 
‘ IR (NaCl) v (cm'1) 3312, 2978, 2932, 1752, 1665, 1515, 1169. MS (m/e, rel intensity) 466 
(MH+, 40), 366 (96), 292 (100), 107 (80). Exact mass : calculated for C23H36N30 7: 466.2553, 
found: 466.2544. [a ]D20 +5.01 (c = 1.84, CHCI3)
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Boc-Tyr(tBu)-Gly-Gly-OH (32)
The title product was obtained using our general protocol for methyl ester hydrolysis on 
with Boc-Tyr(tBu)-Gly-Gly-OMe (2.38g, 5.11mmol). The crude mixture was purified by 
flash chromatography on silica gel using methanol, DCM and acetic acid (5:94:1). The title 
compound was obtained as a white solid (547mg, 24%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) ô (ppm) 7.23 (br, 1H), 7.13 (d, 2H,J  = 8.5 Hz), 7.02 (br, 1H), 6.95 
(d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.33 (br, 1H), 4.44 (br, 1H), 4.12-3.85 (m, 4H), 3.16-3.03 (m, 1H), 3.01- 
2.91 (m, 1H), 1.41 (s, 9H), 1.36 (s, 9H). « C  NMR (75 MHz, CDCI3) ô (ppm) 172.9, 172.1,
170.3, 156.1, 154.1, 131.5, 129.7, 124.3, 80.5, 78.5, 56.1, 42.7, 41.3, 37.6, 28.8, 28.2. IR 
(NaCI) v (cm'1) 3678-2401, 3317, 2985, 2931, 1735, 1672, 1508. MS (m/e, re/ intensity) 
452 (MH+, 8), 352 (19), 221 (37), 107 (100). Exact mass : calculated for C22H34N30 7: 
452.2397, found: 452.2386. [a ]D20 +3.10 (c = 2.26, CHCI3)
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Boc-Tyr(tBu)-Gly-Gly-Phe-{NMe)Leu-OMe (37)
Boc-Phe-(NMe)Leu-OMe (130mg, 0.660mmol) was dissolved in DCM (7ml) and TFA (3ml). 
The reaction was stirred for lh  at rt. The resulting mixture was concentrated under 
vacuum and dried under vacuum using toluene (3 x 20mL). The crude product was 
dissolved in DIPEA (0.5mL) and DCM (lOmL). The solution was stirred at rt for 10 min and 
Boc-Tyr(tBu)-Gly-Gly-OH (297mg, 0.660mmol) and HATU (275mg, 0.726mmol) were 
added. The reaction was stirred at rt for 16h. The crude mixture was concentrated under 
vacuum and diluted in ethyl acetate (20mL). The organic phase was washed with 0.5N HCI 
(2 x lOmL) and dried (MgSQn). The crude mixture was purified by flash chromatography on 
silica gel using methanol and DCM (5:95). The title compound was obtained as a white 
solid (126mg, 26%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3) Ô (ppm) 7.98-7.15 (m, 6H), 7.12 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.93 (d, 2H, J 
= 8.5 Hz), 5.48 (d, 1H, J = 7.0 Hz), 5.26 (dd, 1H, J =5.5, 10.0 Hz), 5.16 (dd, 1H, J =7.0, 14.5 
Hz), 4.42-4.31 (m, 1H), 4.05 (dd, 1H, J =6.0, 16.5Hz), 3.99-3.68 (m, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.19-
3.07 (m, 2H), 3.03-2.91 (m, 2H), 2.88 (s, 3H), 1.80-1.61 (m, 2H), 1.39 (s, 9H), 1.34 (s, 9H),
1.27-1.14 (m, 1H), 0.91 (dd, 1H, J =6.5, 14.0 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) ô (ppm) 172.4,
171.9, 171.8, 169.0, 167.9, 154.4, 135.8, 131.2, 129.7, 129.6, 128.4, 126.9, 124.3, 80.6,
56.4, 54.8, 53.4, 52.2, 50.6, 43.2, 42.7, 38.8, 37.1, 31.2 28.8, 28.3, 24.7, 23.1, 21.5. IR 
(NaCI) v (cm-1) 3301, 2962, 1743, 1637, 1503, 1171. MS (m/e, rel intensity) 740 (MH+, 2), 
521 (42), 364 (92), 294 (100). Exact mass : calculated for CsgHsgNsOg: 740.4234, found: 
740.4218. [alo20 -10.0 (c = 1.11, CHCI3)
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8 (0,y-Unsaturated) Boc-Tyr(tBu) carboxylic acid (38)
To a solution of 8 (P,y-Unsatu rated) Boc-Tyr(tBu) methyl ester (the synthesis of which is 
described at the end of this document) (3.0 g, 7.67 mmol) in THF (105 mL) was added LiOH 
(735 mg, 30.7 mmol) in water (32 mL). The reaction was then stirred overnight at rt. The 
THF was evaporated under reduced pressure, then NaHC03 1M and H20  were added to 
the reaction, which was washed twice with ethyl ether (75 mL). The aqueous layer was 
acidified with HCI IN  until a pH of 2 was reached, before being extracted with ethyl ether 
(3 X 150 mL). The organic layers were combined, dried with MgS04, filtered and 
evaporated under reduced pressure to afford title compound as a beige resin (2.8 g, 96 
%).
XH NMR (300 MHz, CDCI3 ) 8 (ppm) 7.05 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 6.90 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 5.74-5.52 
(m, 2H), 4.43-4.28 (br, 1H), 3.09 (d, 2H, 7=5.5 Hz), 2.78 (d, 2H, 7=6.5 Hz), 1.39 (s, 9H), 1.33 
(s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 8 (ppm) 176.5, 153.8, 134.2, 132.4, 129.9, 124.1, 122.1,
78.3, 54.5, 52.8, 40.9, 37.4, 28.8, 28.3. IR (NaCI) v (cm 1) 3332, 2981, 1711, 1506, 1167. 
MS (m/e, rel intensity) 378 (MH+, 3), 322 (15), 266 (18), 214 (80), 158 (100). Exact mass : 
calculated for C2iH3iN i0 5: 377.2202, found: 377.2193. [a]20D +9.23 (c=1.80, CHCI3)
.OtBu
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Boc-Tyr(tBu)//Gly-0-Pfp (39)
Pentafluorophenol (10 mg, 0.054 mmol) dissolved in AcOEt (0.5 mL) was added to a 
solution of 8 (f},y-Unsaturated) Boc-Tyr(tBu) carboxylic acid (17 mg, 0.045 mmol) in AcOEt 
(1.0 mL). DiC (8.54 pL, 0.054 mmol) was added, and the reaction mixture was stirred 
overnight at rt. The mixture was then washed with a saturated aqueous solution of 
NaHC0 3  ( 3x1  mL) and brine (3 x lmL). The organic phase was dried using MgS04, filtered, 
and concentrated in vacuo. The crude residue was adsorbed on silica and purified by flash 
chromatography on silica gel eluting with diethyl ether and hexanes (2:3) to yield title 
compound as a cristalline white solid (24 mg, 100 %).
*H NMR (300 MHz, CDCI3 ) Ô (ppm) 7.06 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 6.90 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 5.74-5.60 
(m, 2H), 4.60-4.32 (br, 2H) 3.39-3.37 (m, 2H), 2.80 (d, 2H, 7=6.5 Hz), 1.40 (s, 9H), 1.32 (s, 
9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) Ô (ppm) 167.3, 155.1, 154.0, 135.9, 131.9, 129.8, 124.1, ,
120.3, 78.3, 52.8, 40.8, 36.4, 28.8, 28.3. IR (NaCI) v (cm 1) 3347, 2980, 2934, 1796, 1701, 
1524,1164,1005. MS (m /e, rel intensity) 561 (MNH4+, 4), 544 (MH+, 4), 505 (55), 488 (23), 
380 (48), 280 (100). Exact mass : calculated for C27H3iF5N i05: 544.2122, found: 544.2115. 
[a ]“ D +5.48 (c=4.80, CHCI3)
OtBu
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Boc-Tyr(tBu)//Gly-Gly-OH (40)
Boc-Tyr(tBu)//Gly-0-Pfp (24 mg, 0.045 mmol), glycine (3.5 mg, 0.047 mmol), acetone (2 
mL), water (0.1 mL) and potassium carbonate (6.8 mg, 0.049 mmol) were stirred together 
overnight at rt. The acetone was evaporated under reduced pressure, water (5 mL) was 
added and the mixture was extracted with DCM ( 3 x 2  mL). The aqueous phase was 
acidified using IN  HCI until a pH of 4 was reached, then extracted with diethyl ether ( 3 x 3  
mL). The organic phases (dichloromethane and diethyl ether) were combined, dried using 
MgS04, filtered and concentrated in vacuo. The crude residue was purified using 
dichloromethane and methanol (17:3) with 1 % of acetic acid to yield title compound as an 
amber oil (17 mg, 87 %).
*H NMR (300 MHz, CDCI3 ) Ô (ppm) 7.05 (d, 2H, 7=8.0 Hz), 6.91 (d, 2H, 7=8.0 Hz), 6.71 (br, 
1H) 5.70-5.52 (m, 2H), 4.68 (br, 1H), 4.26 (br, 1H), 3.98 (d, 2H, 7=5.0 Hz), 3.01 (d, 2H, 7=5.0 
Hz), 2.78 (br, 2H), 1.38 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) ô (ppm) 172.5,155.6, 
154.0, 136.4, 132.0, 129.8, 124.2, 123.4, 78.5, 77.2, 53.9, 41.6, 40.3, 39.3, 28.8, 28.3, 20.6. 
IR (NaCl) v (cm 1) 3326, 2980, 2930, 2252, 1697, 1651, 1510, 1241, 1167, 899, 733. MS 
(m /e, rel intensity) 491 (MH+ + C4H3, 9) 435 (MH+, 28), 379 (38), 335 (57), 171 (100), 154 
(69), 107 (72). Exact mass : calculated for C23H35N20 6: 435.2495, found: 435.2499. (a ]2°D -
11.11 (c=5.50, MeOH)
NHBoc
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Boc-Tyr(tBu)//Gly-Gly-Phe-(NMe)Leu-OMe (41)
Boc-Phe-(Nme)Leu-OMe (394 mg, 0’.969 mmol) was dissolved in TFA (0.5 mL) and DCM 
(1.5 mL), then stirred for 1 h. Toluene was added, and the solvent was evaporated under 
reduced pressure. This co-evaporation procedure was repeated three more times. The 
resulting residue was dissolved in DCM (15 mL) and DiPEA (515 pL, 2.96 mmol), Boc- 
Tyr(tBu)//Gly-Gly-OH (321 mg, 0.739 mmol) dissolved in DCM (10 mL) and HATU (368 mg, 
0.969 mmol) were added to the solution, which was then stirred overnight at rt. The 
solvent was evaporated under reduced pressure, and ethyl acetate (20 mL) was used to 
dissolve the resulting residue. The solution was washed with 0.5N HCI (2 x 10 mL). The 
organic phase was dried using MgS04, filtered and concentrated in vacuo. The resulting 
residue was adsorbed on silica gel and purified by flash chromatography on silica gel 
eluting with dichloromethane and methanol (19:1 to 10:1) to yield title compound as a 
yellowish oil (182 mg, 34 %).
*H NMR (300 MHz, CDCI3 ) ô (ppm) 7.31-7.13 (5H, m) 7.06 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 6.91 (d, 2H, 
7=8.5 Hz), 6.69 (d, 1H, 7=8.0 Hz), 6.53 (br, 1H) 5.70-5.55 (m, 2H), 5.25 (dd, 1H, 7=5.0, 5.5 
Hz), 5.14 (q, 1H, 7=7.0 Hz), 4.67 (br showing d-like behavior, 1H), 4.31-4.27 (m, 1H), 3.85 
(d, 7=5.5 Hz), 3.70 (s, 3H), 3.14-3.08 (m, 2H), 2.97 (d, 2H, 7=6.0 Hz), 2.82 (s, 3H), 2.77 (d, 
2H, 7=7.0 Hz), 1.78-1.59 (m, 3H), 1.37 (s, 9H), 1.32, (s, 9H), 0.91 (d, 3H, 7=6.50 Hz), 0.87 (d, 
3H, 7=6.50 Hz). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 6 (ppm) 171.7, 171.3, 168.0, 155.4,154.1, 136.2,
135.6, 132.0, 129.8, 129.7, 128.4, 127.0, 124.2, 123.6, 54.7, 53.8, 52.2, 50.4, 43.1, 40.5,
39.6, 38.5, 37.1, 31.1, 28.8, 28.8, 28.4, 24.8, 23.2, 21.5. IR v (cm'1) 3025, 3016, 2972,1748, 
1734, 1559, 1460. MS (m /e, rel intensity) 745 (MNa+, 100), 623 (23), 365 (61), 337 (50), 
214 (29), 158 (55), 141 (52). Exact mass : calculated for C^HsglSUNaOg: 745.4152, found: 
745.4150. [a]20D -7.74 (c=3.80, CHCI3)
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p-Homo Boc-Tyr(tBu) methyl ester
Diazomethane was prepared by adding dropwise a solution of Diazald* in Et20  to a stirring 
solution of KOH in EtOH and H20  at 65°C. The solution of diazomethane in Et20  (125mL) 
was obtained by distillation of the mixture and used immediately. Boc-Tyr(tBu)-OH (10.0g, 
29.7mmol) was dissolved in anh DCM (25ml). NMM (8.17ml, 74.3mmol) was added and 
the solution was stirred for 10min under an Ar atmosphere. The reaction was cooled 
down to -25°C and a solution of isobutylchloroformate (4.66ml, 35.6mmol) in anh DCM 
(10ml) was added slowly in 10min. The reaction was stirred at -25°C for 10 min. The salts 
formed were filtered and the resulting solution was again stirred at -25°C. The 
diazomethane (59.4mmol) solution was added. The reaction was allowed to warm to rt 
and stirred for 16h. The mixture was quenched using sat. NH4CI (10ml), H20 (10ml) and 
IN  HCI (8ml). The two phases were separated and the aqueous phase was extracted with 
EtOAc (3 x 25ml). The combined organic phases were dried (MgS04) and concentrated 
under vacuum. The crude compound was purified by flash chromatography on silica gel 
eluting with EtOAc and hexanes (1:4) to yield the title compound as a yellow solid witch 
was used immediately in the next reaction. The a-diazoketone obtained (10.4g, 
28.9mmol) was dissolved in MeOH (150ml). A solution of silver benzoate (659mg,
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2.89mmol) in triethylamine (10ml) was added dropwise at 0°C. The reaction darkened in 
color and was stirred for 16h at rt. The resulting mixture was filtered through Celite and 
was concentrated to 50mL of solvent under vacuum. The remaining solution was diluted 
in EtOAc (300ml) and washed with IN  HCI (3 x 100ml). The organic phase was dried 
(MgS04) and concentrated under vacuum. The mixture was purified by flash 
chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes (from 3:17). The title ester 
was obtained as a white solid (10.8g, 97%).
NMR (300 MHz, CDCI3 ) ô (ppm) 7.11 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.95 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.04 (br, 
1H), 4.23-4.09 (m, 1H), 3.72 (3H, s), 2.91 (dd, 1H, J = 6.0, 13.0 Hz), 2.80 (dd, 1H, J = 8.0,
13.0 Hz), 2.55 (dd, 1H, J = 5 .5 ,16.0Hz), 2.47 (dd, 1H, J = 6.0, 16.0 Hz), 1.45 (s, 3H), 1.37 (s, 
9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) Ô (ppm) 172.5, 155.6, 154.0, 132.9, 130.1, 128.7, 124.6,
78.7, 52.1, 49.2, 40.1, 38.1, 29.2, 28.9. IR (NaCI) v (cm’1) 3359, 2976, 1715, 1503, 1164. 
MS (m/e, rel intensity) 365 (MH+, 3), 236 (20), 192 (100), 102 (100). Exact mass : 
calculated for C20H31NO5: 365.2202, found: 365.2193. [a ] D20 -5.88 (c = 1.76, CHCI3)
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Conjugated 5 Boc-Tyr(tBu) methyl ester
The p-Homo Boc-Tyr(tBu) methyl ester (4.70 g, 12.9 mmol) was dissolved in anh DCM (580 
mL) under an Ar atmosphere. The solution was stirred at -90°C and DIBAL (42.6 mL, 1M in 
hexanes, 42.6 mmol) was added dropwise over 25 min so that temperature remained 
under -85 °C. The reaction was stirred for 20 min, then quenched slowly afterwards with 
MeOH (75 mL). The mixture was adsorbed on silica gel and purified by flash 
chromatography on silica gel using EtOAc and hexanes (1:4). The isolated aldehyde (4.31 
g, 12.9 mmol) was immediately dissolved in DCM (200 mL) and methyl 
(triphenylphosphoranylidene) acetate (8.65 g, 25.8 mmol) was added to the solution at 0 
°C. The reaction was allowed to warm to rt and stirred for 16 h. The solution was 
concentrated under vacuum, dissolved in Et20  and hexanes. The solution was placed at 0 
°C for 16 h, filtered and concentrated under vacuum. The crude oil was purified by flash 
chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes (3:17) to afford the title 
compound as white solid (4.12 g, 82 %).
*H NMR (300 MHz, CDCI3 ) 8 (ppm) 7.05 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 6.98-6.88 (m, 3H), 5.86 (d, 1H, 
7=15.5), 4.45-4.31 (br, 1H), 4.03-3.85 (br, 1H), 3.72 (s, 3H), 2.80-2.66 (m, 2H), 2.46-2.21 (m, 
2H), 1.40 (s, 9H), 1.32 (s, 9H). 13C NMR (75 MHz, CDCI3) ô (ppm) 166.5, 155.2, 153.8,
145.3, 132.6, 129.5, 124.1, 123.3, 78.1, 77.4, 51.3, 50.8, 39.9, 36.7, 28.7, 28.3. IR (NaCl) v 
(cm-1) 3359, 2981,1727,1514, 903, 753. MS (m/e, rel intensity) 391 (M+, 4), 279 (24), 228 
(63), 172 (92), 128 (100). Exact mass : calculated for C22H33N i05: 391.2359, found: 
391.2346. [cc] 20d -7.07 (c=0.70, CHCI3)
OtBu
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8 (0,y-Unsaturated) Boc-Tyr(tBu) methyl ester
n-BuLi (20 mL, 1.6 M in hexanes, 31.2 mmol) was slowly added to DiPA (6  mL, 41.6 mmol) 
at -20 °C under an Ar atmosphere, and the mixture was stirred for 30 min at -20 °C. The 
reaction was cooled to a temperature o f -80 °C, and anh THF (20 mL) was added, then the 
conjugated ester 3 (4.05g, 10.4 mmol), dissolved in anh THF (100 mL), was added over a 
15 min period. The reaction mixture was stirred for 30 min at -80 °C, then its temperature 
was lowered to -85 °C, and the reaction was quenched rapidly with HCI IN  (120 mL). 
When the mixture was at rt, a saturated solution of NH4CI was added, then brine, and the 
mixture was extracted with ethyl ether (4 x 200 mL). The organic layers were combined, 
dried with MgS04, filtered, evaporated under reduced pressure and purified by flash 
chromatography on silica gel eluting with EtOAc and hexanes (from 3:17 to 1:4 to 1:3) to 
afford the title compound as a yellowish oil (3.36g, 83%).
*H NMR (300 MHz, CDCI3 ) 8  (ppm) 7.03 (d, 2H, 7=8.5 Hz), 6 .8 8  (d, 2H, 7=8.5 Hz), 5.64 (dtd, 
1H, 7=15.5, 6 .5 ,1 .0  Hz), 5.53 (dd, 1H, 7=15.5, 5.0 Hz), 4.58-4.47 (br, 1H), 4.43-4.30 (br, 1H), 
3.65 (s, 3H), 3.02 (d, 2H, 7=6.0 Hz), 2.76 (d, 2H, 7=6.5 Hz), 1.38 (s, 9H), 1.31 (s, 9H). 13C 
NMR (75 MHz, CDCI3) 8  (ppm) 171.9, 155.1, 153.9, 134.1, 132.2, 129.9, 124.0, 122.3, 78.2,
52.8, 51.8, 40.9, 37.5, 29.7, 28.8, 28.3. IR (NaCI) v (cm 1) 3359, 2977, 1743, 1711, 1506, 
1159. MS (m /e, rel intensity) 391 (M+, 1), 228 (44), 172 (100). Exact mass : calculated for 
C22H33N1OS: 391.2359, found: 391.2346. [<x]20D+1 0 .1  (c=1 .1 0 , CHCI3)
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